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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность работы.  

Соединения азота, в частности, оксид азота II (NO) и образующиеся после его 

окисления нитрит-ионы, а также его субстраты S-нитрозотиолы, играют важную 

роль в биохимических процессах организма. Особая роль этих соединений 

обусловлена, прежде всего, стимуляцией иммунной системы организма, которая 

распознает и уничтожает чужеродные тела и раковые клетки. Однако 

злокачественное новообразование способно к избеганию иммунологического 

надзора организма. Более того, клетки иммунной системы могут способствовать 

росту опухоли через индукцию иммуносупрессии противоопухолевых механизмов 

и усиление ангиогенеза. Существует ряд клеток иммунной системы, которые в 

зависимости от их функционального статуса могут быть связаны как 

опухолеподдерживающей, так и противоопухолевой активностью иммунной 

системы. 

Макрофаги являются важными клетками системы врожденного иммунитета, 

выполняющими ряд функций, среди которых индукция иммунного ответа, 

регенерация тканей и т.д. В зависимости от выполняемой функции различным 

популяциям макрофагов присущи различные свойства [1]. Существует два типа 

макрофагов: М1 и М2-поляризованные формы [2,3]. Образование оксида азота в 

результате действия фермента индуцибельной NO-синтазы (iNOS), является одним 

из ключевых факторов, позволяющих различить М1 и М2- поляризованные 

макрофаги [3,4,8]. Оксид азота является эффекторной молекулой, 

обуславливающей цитотоксичность М1-поляризованных макрофагов [2,3,5], 

макрофаги М2 типа оксид азота не продуцируют [3,5].  

Управление сигнальными путями, по которым образуются макрофаги М1 

или М2 предоставит возможность манипулировать фенотипом и, прежде всего, 

функцией макрофага при раке, направляя их в сторону предпочтительного М1-типа 

и улучшения исхода заболевания.  
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Известно также, что образование NO в организме человека может 

происходить посредством высвобождения этой молекулы из S-нитрозотиолов. 

Считается, что S-нитрозотиолы являются донорами NO и играют важную роль при 

транспортировке и выделении этой молекулы в организме человека [6–8]. 

Разнообразие биологических функций S-нитрозотиолов постоянно раскрывается. 

Таким образом, механизм разложения S-нитрозотиолов имеет большое значение 

для понимания биохимии организма человека.  

Важным вопросом в этом является эффективная и быстрая система детекции 

оксида азота или продуктов его окисления в виде нитрит-ионов, а также в виде его 

субстратов S-нитрозотиолов, для фиксирования происходящих в клетке 

изменений.  

На сегодняшний день в литературе имеется достаточное количество методов 

по определению нитрит-ионов. Однако, в биологических жидкостях их 

определение затруднено в связи с мешающим влиянием компонентов матрицы. Что 

касается S-нитрозотиолов, то до сих пор не существует золотого стандарта по 

определению этих соединений в биологических объектах. Это связано с тем, что в 

биологических средах количество нитрозотиолов варьируются от десятой нмоль до 

менее десяти мкмоль в литре. Несмотря на обилие исследований в этой области, 

представляется актуальным разработка новых, более простых и чувствительных 

методов для мониторинга метаболитов и субстратов оксида азота в биологических 

жидкостях.  

На основании вышеизложенного, целью работы является исследование 

физико-химических закономерностей окисления-восстановления нитрит-ионов и 

S-нитрозотиолов на графитовом модифицированном электроде (ГМЭ) и разработка 

вольтамперометрических методик их количественного определения.  

Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие 

задачи: 
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1. Изучить физико-химические закономерности влияния различных факторов 

(рН фонового электролита, потенциала и времени накопления, скорости развертки 

потенциала) на процесс электроокисления нитрит-ионов на ГМЭ; 

2. Разработать вольтамперометрическую методику определения нитрит-

ионов как метаболитов оксида азота на ГМЭ для применения ее к биологическим 

жидкостям. Оценить метрологические характеристики методики; 

3. Изучить мешающее влияние компонентов биологической матрицы на 

аналитический сигнал нитрит-ионов; 

4. Провести сравнительное определение нитрит-ионов в надклеточных 

жидкостях М1 и М2 поляризованных макрофагов вольтамперометрическим и 

спектрофотометрическим методами; 

5. Изучить физико-химические закономерности окисления-восстановления 

S-Нитрозо-N-ацетилпеницилламин (SNAP) как представителя S-нитрозотиолов на 

ГМЭ; 

6. Разработать методику определения S-нитрозотиолов как субстратов оксида 

азота для применения ее к биологическим жидкостям. Оценить метрологические 

характеристики методики; 

7. Провести сравнительное определение S-нитрозотиолов в крови человека 

вольтамперометрическим и флуориметрическим методами. 

Научная новизна. 

1. Иcследованы закономерности электроокиcления нитрит-ионов на ГМЭ. 

Разработан вольтамперометрический подход для экспрессного определения 

нитрит-ионов как метаболитов оксида азота в макрофагах, выделенных из 

моноцитов периферической крови человека.  

2. Исследованы закономерности и предложен вероятный механизм 

электровосстановления S-Нитрозо-N-ацетилпеницилламина на поверхности ГМЭ. 

Показано, что процесс электровосстановления носит необратимый двухстадийный 

характер. Лимитирующая стадия процесса характеризуется переносом первого 

электрона. 
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3. Впервые разработан вольтамперометрический подход для экспрессного 

определения S-нитрозотиолов в модельных средах как субстратов оксида азота на 

ГМЭ. Проведена оценка метрологических характеристик методики. Разработанная 

методика применена для определения S-нитрозотиолов в биологических 

жидкостях.  

Практическая значимость.  

Разработанная вольтамперометрическая методика определения нитрит-

ионов на ГМЭ применена для их определения как NO-метаболитов в надклеточных 

жидкостях макрофагов М1 и М2 типов. Проведена оценка метрологических 

характеристик методики. Результаты исследования показали принципиальную 

возможность использования разработанного вольтамперометрического метода для 

оценки содержания нитрит-ионов в супернатантах культуры индуцированных 

макрофагов для оценки их фенотипа. 

Полученные результаты рекомендованы к применению в онкодиспансерах 

для оперативного мониторинга терапии онкологических заболеваний по 

содержанию NO-метаболитов в супернатантах моноцитов и макрофагов, 

выделенных из периферической крови человека. Экономическая эффективность 

внедряемой методики обусловлена простотой в использовании, низкой 

себестоимостью анализа, экспрессностью и высокой чувствительностью. 

Разработана вольтамперометрическая методика экспрессного определения S-

нитрозотиолов как субстратов оксида азота на ГМЭ, которая нашла применение 

для количественного обнаружения этих соединений в биологических жидкостях. 

Рассчитаны метрологические характеристики методики.  

Положения, выносимые на защиту. 

Результаты исследования влияния различных факторов (рН фонового 

электролита, потенциала и времени накопления, скорости развертки) на процесс 

электрохимического окисления нитрит-ионов на ГМЭ. 

Результаты исследования влияния компонентов биологической матрицы на 

электрохимическое окисление нитрит-ионов. 
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Вольтамперометрическая методика определения нитрит-ионов на ГМЭ 

Метрологические характеристики методики. 

Результаты исследования влияния различных факторов (рН фонового 

электролита, потенциала и времени накопления, скорости развертки потенциала) 

на процесс электрохимического восстановления S-Нитрозо-N-

ацетилпеницилламина как представителя S-нитрозотиолов на ГМЭ. 

Вольтамперометрическая методика определения S-нитрозотиолов на ГМЭ в 

модельных средах. Метрологические характеристики методики. 

Степень достоверности и апробация результатов.  

Результаты работы были представлены и обсуждались на XVIII 

Международной научно-практической конференции студентов и молодых ученых 

имени профессора Л.П. Кулёва «Химия и химическая технология в XXI веке» 

(Томск, 2017); VI Международной научной конференции «Теоретическая и 

экспериментальная химия» (Караганда, 2017); XIX Международной научно-

практической конференции "Химия и химическая технология в XXI веке" 

студентов и молодых ученых имени профессора Л.П. Кулёва (Томск, 2018); 17 

Международной конференции по электроанализу (ESEAC 2018), (Родос, 2018); 14 

Международной научной конференции «Современные методы аналитической 

химии» (Прага, 2018); XX Международной научно-практической конференции 

«Химия и химическая технология в XXI веке» студентов и молодых ученых имени 

профессора Л.П. Кулёва (Томск, 2019); 7 Региональном симпозиуме по 

электрохимии (RCE-SEE) и 8 симпозиуме Курта Швабе (Сплит, 2019); X 

Международной научной конференции «Современные методы в теоретической и 

экспериментальной химии» (Плес, 2019); 15 Международной научной 

конференции «Современные методы аналитической химии», (Прага, 2019). 

Публикации.  

По результатам работы опубликовано 3 статьи в журналах, 2 из которых в 

журнале, рекомендованном ВАК и входящем в базу данных Web of Science, и 1 
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статья в журнале 1 квартиля, индексируемом базой данных Scopus, а также 10 

тезисов докладов. 

Структура диссертации. 

Диссертационная работа изложена на 122 страницах машинописного текста 

и включает 23 рисунка, 63 таблицы и список литературы состоящий из 158 

источников. 

Личный вклад автора состоял в изучении и систематизации литературных 

данных по методам выделения, определения NO-метаболитов и S-нитрозотиолов, 

а также в проведении экспериментальных исследований и интерпретации 

полученных данных. 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ и ЧНФ в 

рамках научного проекта № 19-53-26001; Госзадания «Наука» № 4.5752.2017; 

Госзадания «Наука» № FSWW-2020-0022.  
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ГЛАВА 1 ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1 Оксид азота. История открытия и биологическая роль 

Оксид азота (II) был известен в течение многих лет как токсичный 

загрязнитель паров выхлопных газов автомобилей и сигаретного дыма. Однако в 

1977 году Ф. Мурад обнаружил, что NO повышает активность гуанилциклазы и 

расслабляет гладкие мышцы [9]. В 1979 году Л. Игнарро зафиксировал 

расслабляющее воздействие NO на гладкую мускулатуру кровеносного сосуда [10]. 

Это наблюдение было сделано путем подачи газообразной смеси NO и азота (либо 

аргона) с помощью газонепроницаемого микролитрового шприца в ванну для 

органов, содержащую изолированные, предварительно суженные полоски 

коронарной артерии крупного рогатого скота [7,11]. 

Биологическая значимость NO, как сигнальной молекулы, была доказана в 

1980-х годах. В 1980 году Р. Фурчготт обнаружил, что эндотелий высвобождает 

вещество, которое расслабляет кровеносные сосуды [10–11]. В 1987 году С. 

Монкадо и Л. Игнарро независимо друг от друга опубликовали доказательства о 

том, что NO – это тот самый эндотелиальный сосудорасширяющий фактор [14,15]. 

Эти ученые также сообщили, что NO продуцируется эндотелиальными клетками в 

кровеносных сосудах и диффундирует в соседние гладкие мышцы, вызывая 

расширение сосудов. В 1992 году NO стала молекулой года по версии журнала 

Science [16], а в 1998 году Р. Фурчготт, Л. Игнарро и Ф. Мурад получили 

Нобелевскую премию за открытие оксида азота как сигнальной молекулы в 

кардиоваскулярной системе. 

Оксид азота играет ключевую роль в регуляции физиологических и 

патофизиологических механизмах, в том числе в центральной нервной системе 

(ЦНС) [17], сердечнососудистой [18], иммунной [19], мочевыделительной [20] 

системах, желудочно-кишечном тракте.  

В ЦНС NO действует как нейромедиатор [17], и было показано, что он 

регулирует чувство боли [21], аппетит [22], цикл сна-бодрствования [23], 

терморегуляцию [24], синаптическую пластичность [25,26] и нервную секрецию 
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[27]. В зависимости от концентрации в тканях, NO может действовать в качестве 

нейропротекторного (предупреждать разрушение) или разрушающего агента для 

нейронов [28–30].  

В сердечно-сосудистой системе NO играет важную роль в стимулировании 

агрегации тромбоцитов, пролиферации клеток гладких мышц и окислении 

холестерина [13,31–33]. Это связано с тем, что NO, продуцируемый в 

эндотелиальных клетках, диффундирует в межклеточное пространство, где 

захватывается эритроцитами и переносится в мышечные клетки, вызывая 

вазодилатацию последних [34]. Увеличение проницаемости сосудов, адгезия 

тромбоцитов, миграция клеток гладких мышц – эффекты, которые также вызывает 

NO [35]. 

Роль NO в иммунной системе человека заключается в его в 

противомикробном и противоопухолевом действии. Экспрессия NO иммунными и 

эпителиальными клетками снижает рост и убивает инфекционные агенты [19,36]. 

Например NO, образованный макрофагами, может приводить к старению и гибели 

опухолевых клеток [19,37], а цитотоксические лимфоциты (Т-лимфоциты) 

индуцируют образование NO непосредственно в опухолевых клетках с помощью 

интерферона-γ и фактора некроза опухоли, что также приводит к их старению и 

смерти [19,38].  

Однако, как это ни парадоксально, опухолевые клетки нередко имеют 

конститутивную экспрессию NO, способствуя росту опухоли за счет увеличения 

неоваскуляризации и выработки ДНК-зависимых протеинкиназ, которые 

необходимы для восстановления поврежденных участков ДНК [19,39,40]. Кроме 

того, большие концентрации NO могут способствовать таким процессам, как 

нейродегенерация, воспаление и повреждение тканей. Измененная экспрессия NO 

может привести к путанице в отношении роли NO в ходе прогрессирования 

заболевания.  

В мочевыделительной системе NO отвечает за регулирование кровяного 

давления и притока крови к почкам [41]. NO также вовлечен в натрийурез 
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(снижение концентрации натрия в крови) и диурез благодаря его способности 

ингибировать транспортировку натрия в почке [20].  

В желудочно-кишечном тракте NO защищает эпителий желудка, стимулируя 

секрецию слизистой оболочки и бикарбоната [42–44]. NO также может придавать 

защиту слизистому слою путем ингибирования секреции желудочной кислоты и 

адгезии лейкоцитов к эпителию [19,42,45,46]. 

Интерес к его непосредственному измерению в реальном времени возник в 

результате исследований его роли в качестве физиологического посредника и 

цитотоксического агента в биологических системах. 

1.2 Физические и химические свойства оксида азота 

NO в нормальных условиях представляет собой бесцветный газ, состоящий 

на 46,68 % из N и на 53,32 % из O, молекулярная масса которого 30,01 г/моль. Его 

температура кипения 151,7 °С, температура замерзания – 163,6 °С. Газообразный 

NO является одной из самых простых известных парамагнитных молекул. Азот и 

атом кислорода связаны двойной связью. Согласно теории молекулярных 

орбиталей, NO имеет три полностью занятые связывающие орбитали и четвертую 

несвязывающую орбиталь с неспаренным электроном. Длина связи и энергия связи 

составляют 1,2 А и 149,9 ккал/моль [47]. NO проявляет низкий уровень 

растворимости в воде (~ 1,7 ммоль/дм3) [48]. 

Как и другие оксиды азота, NO термодинамически нестабилен. В результате 

синтез NO из его элементов N2 и O2 происходит только при высоких температурах. 

Несмотря на термодинамическую нестабильность, газ может храниться 

неопределенно долго при давлении 1 атм. и комнатной температуре без заметного 

разложения. 

Электростатическое поле NO отталкивает ионы водорода, что объясняет 

гидрофобные свойства этой молекулы, которые позволяют ей свободно 

диффундировать через биологические мембраны. Наличие неспаренного электрона 

обуславливает высокую реакционную способность этой молекулы. При 
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взаимодействии с другими свободными радикалами NO через ковалентные связи 

образует разнообразные высокореактивные промежуточные соединения. Известно 

участие NO в образовании стабильных комплексов, например, с гемоглобином, 

сывороточным альбумином [47].  

В водных растворах NO в присутствии кислорода окисляется до NO2, а далее 

почти полностью трансформируется до нитрит-иона: 

NO + ½ O2 → NO2        (1) 

2NO2 + ⇆ N2O4         (2) 

NO + NO2 ⇆ N2O3        (3) 

N2O3 + H2O → 2 NO2
– + 2 H+       (4) 

N2O4 + H2O → NO2
– + NO3

– + 2H+      (5) 

Реакции (3) и (4) протекают значительно быстрее, чем (5), поэтому нитрат-

аниона образуется сравнительно немного [49]. 

Реакция NO с супероксидом приводит к образованию пероксинитрита: 

NO + O2
– → O=NOO–        (6) 

Реакционная способность NO – одна из особенностей, которая делает его 

эффективной сигнальной молекулой, и также чрезвычайно затрудняет 

количественную оценку [50,51]. Период полураспада NO в большей степени 

зависит от микросреды, в которую он выделяется. Среды с низким содержанием 

доступных биореактивных молекул значительно увеличивают период полураспада 

NO [52]. В результате, нет согласованных данных о точном периоде полураспада 

NO в биологических системах [53,54]. Тем не менее, общепринятый период 

полураспада для NO в крови составляет 0,05–1 миллисекунды [55,56].  

1.3 Биологический синтез оксида азота в организме человека 

В организме человека NO, в основном, образуется из L-аргинина под 

действием фермента NO-синтазы (рисунок 1) [57].  
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L-аргинин     L-цитруллин 

Риунок 1 – Общая схема образования NO из L-аргинина под действием 

фермента NOS 

У млекопитающих были идентифицированы три разные изоформы этого 

фермента: нейрональная nNOS (или NOS I), индуцибельная iNOS (или NOS II) и 

эндотелиальная eNOS (или NOS III) [58,59]. 

nNOS – фермент с низким выходом NO, который конститутивно 

экспрессируется в нейронах и некоторых других типах клеток.  

iNOS – это фермент с высоким выходом NO, экспрессия которого может быть 

вызвана цитокинами и другими агентами, локализован в активированных 

макрофагах. Его активность в значительной степени зависит от количества Ca2+.  

eNOS также является ферментом с низким выходом NO, который 

конститутивно экспрессируется в эндотелиальных клетках и мало в других типах 

клеток.  

L-аргинин является субстратом для всех изоформ NOS; молекулярный 

кислород и восстановленный никотинамид-аденин-динуклеотид-фосфат являются 

косубстратами. 

1.4 Методы определения оксида азота и его метаболитов 

Наиболее распространненые подходы для определения NO можно разделить 

на спектроскопические и электрохимические методы анализа. Спектроскопические 

методы включают либо косвенное определение через побочные продукты (реакция 

Грисса, хемилюминесценция), либо прямое (флуоресценция, спектроскопия 

электронного парамагнитного резонанса) [60,61]. Электрохимические методы 
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также подразделяются на прямые и косвенные. Прямые методики основаны на 

непосредственном электровосстановлении, электроокислении и каталитическом 

электроокислении NO [62]. Установление концентрации NO через определение его 

метаболитов относят к косвенным подходам. 

1.4.1 Спектроскопические методики 

Методы обнаружения NO, основанные на его оптических свойствах, имеют 

ряд преимуществ, включая простоту анализа, доступность оборудования и 

возможность мониторинга в биологических системах. 

Определение NO на основе металлопротеинов 

Спектроскопический метод количественного определения NO, впервые 

описанный в 1985 году [63], основан на его взаимодействии с оксигемоглобином с 

образованием метгемоглобина и нитрата (NO3
–), что приводило к спектральному 

сдвигу: 

Гемоглобин-Fe(II)-O2 + NO→ Гемоглобин-Fe(III) +NO3
−  (7) 

В работе [64] Жанг и соавторы измеряли уровни NO через гемоглобин при 

проведении внутримозгового микродиализа в мозге крысы. Авторы помещали 

коаксиальные микродиализные зонды с целлюлозной мембраной в гиппокамп 

анестезированных крыс и перфузировали зонды буфером Кребса, содержащим 10 

мкмоль/дм3 HbO2. Спектральные сдвиги в собранном микродиализате указывали на 

высокие концентрации NO в мозге после введения каиновой кислоты, вещества, 

ответственного за повышенную выработку NO. Предел обнаружения для анализа 

составлял 7 нмоль/дм3. Данный метод после некоторых модификаций может 

применяться для мониторинга уровня NO в ряде тканей и органов. 

Реакция Грисса 

Одним из наиболее распространенных методов обнаружения NO в широком 

спектре образцов и матриц является анализ диазотирования, также известный как 

реакция Грисса. Впервые описанный Гриссом в 1864 году, этот метод фактически 

измеряет NO2
–. Как уже было сказано, высокая реакционная способность NO 
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приводит к образованию NO2
– в кислородсодержащих средах посредством 

следующих реакций: 

2NO + O2 → 2NO2,        (8) 

NO + NO2 → N2O3        (9) 

N2O3 + H2O → 2NO2
– + 2H+       (10) 

Метод Грисса заключается в реакции нитрита с ароматическими аминами в 

кислых средах в две стадии, в результате чего образуется фиолетовый 

азокраситель. Данный подход широко распространен, поскольку его легко 

использовать в любой лаборатории без использования крупногабаритных и 

дорогих аналитических установок.  

Обнаружение NO по реакции Грисса примененяется и для анализа 

биологических образцов [60,65]. Реакция, разработанная Гриссом, основана на 

взаимодействии NO2
– с сульфаниловой кислотой и α-нафтиламином в кислой среде 

с получением азокрасителя, концентрацию которого затем можно использовать в 

качестве косвенного индикатора концентрации NO2
– (и NO) в образце [65]. 

Позднее анализ был модифицирован [66] заменой сульфаниламида и N- (1-

нафтил) этилендиамина на сульфаниловую кислоту и α-нафтиламин, 

соответственно. Этот метод, который является широко используемой сегодня 

процедурой, привел к большей чувствительности и воспроизводимости, а также к 

более быстрому времени анализа.  

Современный вариант реакции Грисса включает в себя сначала реакцию NO2
– 

с сульфаниламидом в кислых средах с образованием промежуточного соединения 

соли диазония [60,65]. Затем к промежуточному соединению соли диазония 

приливают этилендиамин для образования стабильного водорастворимого 

азокрасителя (λmax 540 нм). Количество NO2
– определяется по калибровочному 

графику зависимости интенсивности оптической плотности раствора азокрасителя 

от известных концентраций NO2
–. Предел обнаружения NO2

– при использовании 

реакции Грисса составляет приблизительно 0,5 мкмоль/дм3 [60]. Поскольку анализ 

Грисса косвенно определяет количество NO, он не подходит для мониторинга NO 
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в реальном времени. Кроме того, для данной процедуры необходимо проводить 

тщательные контрольные эксперименты, чтобы точно зафиксировать уровень NO2
–

, образованного в результате окисления NO. Также этот метод имеет некоторые 

ограничения, главным образом из-за недостаточной чувствительности и высокого 

предела обнаружения.  

Хемилюминесценция 

Хемилюминесцентные датчики можно использовать для обнаружения NO 

как в жидких, так и в газообразных образцах [67–70]. Общая схема обнаружения 

NO в жидких образцах с помощью хемилюминесценции заключается в активации 

гуанилилциклазы под воздействием NO, что приводит к превращению гуанозин-

трифосфата в гуанозин-3’,5’-циклический монофосфат. В результате этой реакции 

происходит высвобождение пирофосфата, который затем может 

взаимодействовать с аденозинтрифосфатсульфурилазой с образованием 

аденозинтрифосфата (АТФ). АТФ, в свою очередь, взаимодействует с системой 

люциферин-люцифераза, излучая свет при 560 нм.  

Преимущество хемилюминесцентного подхода заключается в том, что он 

позволяет обнаруживать NO при концентрациях нмоль/дм3 [69,70]. 

Хемилюминесцентные зонды имеют некоторые недостатки, в том числе 

невозможность обнаружить NO in vivo. 

Флуориметрия 

Флуориметрические методы на основе флуоресцентных датчиков нашли 

широкое применение благодаря возможности детекции NO в физиологических 

средах, таких как клетки и кровь [55,71].  

По механизму обнаружения NO можно выделить методики, основанные на 

фотоиндуцированном переносе электронов, флуоресцентном резонансном 

переносе энергии и флуоресцентном отклике на реакцию с открытым или 

закрытым кольцом. Флуоресцентные методики также можно классифицировать по 

различным типам датчиков, например, на основе органических материалов, 
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комплексов благородных металлов, сенсоров на основе квантовых точек и 

углеродных нанотрубок.  

Датчики для NO на органической основе часто состоят из двух элементов: 

NO-реактивного фрагмента и флуорофора. NO-реактивный фрагмент служит 

модулятором в механизме фотоиндуцированного переноса электронов, который 

гасит флуоресценцию флуорофоров до тех пор, пока он не вступит в реакцию с NO 

или NO-окисленными продуктами [72].  

Одними из наиболее популярных сенсоров такого типа являются датчики на 

основе о-диамина [73–78]. Впервые серию молекул, содержащих о-диаминовые 

функциональные группы, разработала группа Нагано [79]. О-диаминовая группа 

вступает в реакцию с окисленной формой NO с образованием флуоресцентного 

производного триазола с низким содержанием электронов. Обнаружение NO 

происходит за счет фотоиндуцированного переноса электронов. Линейная 

зависимость между сигналом флуоресценции и концентрацией NO наблюдалась до 

1000 нмоль/дм3 с пределом обнаружения 5 нмоль/дм3. К сожалению, многие о-

диамино-сенсоры имеют чувствительность к окислителям и антиоксидантам [80–

82]. Это может вносить значительный вклад в общую интенсивность 

флуоресценции в эндотелиальных клетках с низкими концентрациями NO (от 100 

пмоль/дм3 до 5 нмоль/дм3), что отразится на качестве определения [72]. Кроме того, 

некоторые факторы, такие, как температура и рН, могут увеличить время анализа 

[81,83]. 

Чтобы преодолеть вышеупомянутые ограничения был разработан ряд других 

флуоресцентных датчиков на основе органических соединений, содержащих 

другие функциональными группы. Например, исследовательская группа Шиар в 

2010 году разработала новый датчик NO, названный NO550, который обладает 

высокой специфичностью, не реагирует на присутствие белков и не чувствителен 

к различным значениям pH среды, что является преимуществом, поскольку 

значение рН в зависимости от области клетки может быть различно [84–86]. NO550 

продемонстрировал увеличение сигнала флуоресценции в 1500 раз и 
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индифферентность к другим активным соединениям кислорода и азота. Однако 

применение такого сенсора возможно только в неводных средах, что ограничивает 

его использование в биологических исследованиях [86]. Кроме того, большинство 

датчиков на основе органических люминесцентных индикаторов необратимо 

взаимодействуют с NO, либо вступают в реакцию с продуктами его окисления. Для 

исследования кинетики образования NO в живых клетках необходима 

обратимость. Во втором случае взаимодействие индикаторов не с самим NO 

приводит к получению неточной информации об его образовании в режиме 

реального времени.  

Альтернативным подходом детекции оксида азота является использование 

датчиков на основе комплексов переходных металлов. В этом случае флуорофор 

связан с переходным металлом, давая при этом слабый сигнал, но взаимодействие 

с NO вызывает вытеснение флуорофора и увеличение сигнала флуоресценции 

[87,88]. Недостатком таких сенсоров является ограниченность применения их для 

биологических объектов в виду плохой растворимости комплексов переходных 

металлов в воде. В связи с этим, группа Нагано разработала люминесцентный 

комплекс лантаноидов, который показал 50-кратное увеличение люминесценции в 

присутствии 50 мкмоль/дм3 водного NO [71]. Преимущество сенсора Нагано над 

ранее разработанными заключается в том, что он функционирует в водных 

системах, имеет длину волны возбуждения, которая может быть получена с 

помощью двухфотонной технологии, и имеет длину волны излучения в ближней 

инфракрасной области, где вода и кровь поглощают минимальное количество 

света.  

Еще один тип NO-сенсоров – на основе квантовых точек (КТ), хорошо описан 

в литературе. КТ – представляют собой класс наночастиц, которые могут 

флуоресцировать на различных длинах волн (с узкими спектрами излучения), 

медленно фотообесцвечиваться и излучать свет в 100 раз сильнее, чем 

органические красители [89,90]. Также недавно разработанный NO-сенсор, на 

основе КТ CdSe-ZnS, показал свою стабильность в течение часа и специфичность 
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к NO в присутствии нитритов, нитратов и других активных форм азота и кислорода 

[91]. Основным недостатком является то, что покрытие необратимо изменяется под 

воздействием NO и, следовательно, может использоваться только для одного 

испытания.  

Известно применение одностенных углеродных нанотрубок (УНТ) при 

флуориметрическом определении NO. Исследовательская группа Страно [92] 

разработала датчики NO путем обертывания одностенных УНТ специальными 

полимерами, которые показывают изменение интенсивности флуоресценции при 

воздействии NO. Датчики на основе УНТ имеют множество преимуществ по 

сравнению с другими флуоресцентными датчиками, включая отсутствие 

фотообесцвечивания, способность обнаруживаться посредством комбинационного 

рассеяния в дополнение к их флуоресцентному сигналу и излучение в ближнем 

инфракрасном диапазоне, где кровь и вода практически не поглощают свет. 

Недостаток существующих датчиков NO на основе УНТ состоит в том, что они 

отключают флуоресцентные датчики. Это создает дополнительные трудности при 

долгосрочном обнаружении NO в системе. 

Как было показано, каждый тип флуоресцентного датчика имеет как 

преимущества, так и недостатки. Большинство флуориметрических подходов 

имеют проблемы с селективностью и чувствительностью, а также сложности при 

детекции NO in vivo из-за побочных процессов.  

Спектроскопия электронного парамагнитного резонанса 

ЭПР-спектроскопия (спектроскопия электронного парамагнитного 

резонанса) применяется для обнаружения парамагнитных молекул. В данном 

случае детекция основана на свзязывании этих молекул специальным соединением, 

называемым спиновой ловушкой, что приводит к стабилизации радикала, который 

можно охарактеризовать по спектрам ЭПР-спектроскопии. Посредством метода 

ЭПР может быть получена как качественная, так и количественная информация.  

Как свободный радикал с неспаренным электроном, NO легко детектируется 

с помощью спектроскопии ЭПР [93–95]. Данный подход является 
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высокоселективным по отношению к NO в присутствии NO2
– и NO3

– в сложных 

биологических матрицах, таких как ткани и органы. Например, Дикалов и другие 

[93] сообщили об использовании HbNO для мониторинга NO через ЭПР как в 

цельной крови, так и в эритроцитах. Калибровочная зависимость была построена 

для надклеточных жидкостей промытых эритроцитов, инкубированных с 

известными количествами донора NO2
–. Эту методику затем использовали для 

мониторинга уровней HbNO у мышей, получавших пищу с низким и высоким 

содержанием NO2
– / NO3

–. В аналогичном исследовании [96] Хол и соавторы 

методом ЭПР в сочетании с реакцией Грисса анализировали HbNO и MetHb ex vivo. 

По полученным результатам сделан вывод, что гипертермия у крыс приводит к 

количественному увеличению NO до уровней, наблюдаемых при септическом 

шоке и введении эндотоксина. 

1.4.2 Электрохимические сенсоры для определения оксида азота и 

продуктов его окисления 

В настоящее время разработка химических и биологических сенсоров 

является одним из наиболее бурно развивающихся направлений в аналитических 

исследованиях. Электрохимические сенсоры находят широкое применение во 

многих областях, таких как медицина, промышленность, экология и сельское 

хозяйство [97,98]. Это связано с тем, что электрохимические датчики дешевы, 

миниатюрны, просты в изготовлении, обладают низким пределом обнаружения, 

быстрым откликом и позволяют проводить измерения in vivo в режиме реального 

времени.  

При измерении концентрации NO, амперометрический подход является 

наиболее распространенным из аналитических методов. Он позволяет 

регистрировать низкий ток (в том числе пА), возникающий в результате окисления 

NO с течением времени при фиксированном потенциале напряжения. Время 

отклика составляет всего несколько секунд, и в сочетании с высокой 

чувствительностью подход обеспечивает быстрое количественное измерение 
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небольших концентраций NO. Известно также применение дифференциально 

импульсной вольтамперометрии (ДИВ), постоянно-токовой и квадратно-волновой 

вольтамперометрии. 

Благодаря высокой активности, NO может быть как электрохимически 

восстановлен, так и окислен на поверхности электрода. В связи с этим, разработаны 

биосенсоры на основе гемовых белков, использующие каталитическое 

восстановление NO,  которые могут эффективно минимизировать потенциальные 

помехи от окисленных частиц, присутствующих в биологических системах [99]. 

Белки гема, например, включая гемоглобин, миоглобин и цитохром с, могут 

способствовать прямому переносу электронов багодаря наличию редокс-активных 

групп. 

Электроокисление NO наиболее предпочтительно при качественном и 

количественном определении, и основано на превращении NO в NO+ посредством 

одноэлектронного процесса [100], благодаря наличию неспаренного электрона 

[101].  

На данный момент основное внимание разработчиков NO-сенсоров 

сфокусировано на изготовлении новых мембранно-модифицированных 

электродов. Стоит отметить, что применение ионно-проницаемых мембран, таких 

как нафион, приводит к селективному определению NO. Подобные материалы 

широко используются для устранения возможных анионных помех (нитрит- и 

нитрат-ионы), что очень важно для медицинских целей [102].  

Проводящие полимеры также считаются перспективными 

электрокаталитическими материалами, которые имеют ряд преимуществ при 

разработке электрохимических сенсоров. Различные фталоцианины металлов были 

исследованы в качестве катализаторов электрохимического мониторинга 

различных аналитов из-за их макроциклической природы (расширенные p-

системы) и быстрых окислительно-восстановительных процессов. Кроме того, 

известны работы, в которых тщательно изучены металлы, оксиды металлов и 
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наноматериалы на основе углерода (например, УНТ, графен) для определения NO 

в различных объектах [103,104].  

Поэтому в данном обзоре рассматриваются различные электродные 

материалы и способы их модификации, применяемые для количественного 

определения оксида азота как прямым так косвенным методами. 

1.4.2.1 Прямое определение оксида азота на различных электродах 

В литературе описаны разные типы электрохимических датчиков для 

прямого определения NO [105]. Наиболее распространены электроды на основе 

золота [106], платины [107], различных форм углерода [108].  

Платиновые электроды 

Платина – драгоценный металл, показывающий свою стабильность в 

электроанализе. Однако чувствительность голых платиновых электродов для 

определения NO недостаточно высокая. Следовательно, модифицирование 

поверхности различными композитными наноматериалами может привести к 

улучшению характеристик электрохимических NO датчиков. Среди известных 

платиновых электродов для определения NO распространены дисковые и 

стержневые (проволочные) платиновые электроды [101]. Многие исследователи 

стремятся к минютиаризации, поэтому микроэлектроды на основе платины и 

планарные (screen-printed) электроды также нашли широкое применение при 

создании NO-сенсоров. 

Например, Ха и соавторы [109] использовали микросенсор на основе 

платины для определения NO на поверхности кожи. Электрод электрохимически 

покрывали пористым слоем платины для улучшения чувствительности. 

Предварительно производили накопление при потенциале +0,75 В. 

Приготовленный плоский микродатчик NO располагали над интересующим 

участком кожи, на который была нанесена капля фосфорного буферного раствора 

(pH = 7,4, 15 мкл).  Чувствительность сенсора составляла 5,36 ± 0,34 нА / мм рт. ст. 

(n = 5). 
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Планарный дисковый платиновый амперометрический микросенсор 

использовался для одновременного количественного определения NO и CO в 

почках мышей [110]. На поверхность платинового электрода дополнительно 

электрохимически осаждали слой Sn, в течение 1 часа при перемешивании при –

0,6 В в водном растворе, содержащем 0,01 моль/дм3 SnCl4 и 3 моль/дм3 H2SO4. 

Двойной датчик состоял из герметичного стекла с рабочим Pt электродом и 

хлоридсеребряными электродами (ХСЭ) в качестве электродов сравнения и 

вспомогательного, который расположен за внешней политетрафторэтиленовой 

газопроницаемой мембраной. Линейная зависимость интенсивности тока от 

концентрации сохранялась в широком диапазоне концентраций (от нмоль/дм3 до 

мкмоль/дм3), а предел обнаружения разработанного датчика составил 1 нмоль/дм3. 

Амперометрический платиновый NO сенсор, описанный в работе [107], 

применяли для косвенного обнаружения нитрозотиолов. Этот датчик готовили с 

использованием электрополимеризованных композитных пленок м-

фенилендиамин / резорцин и Nafion на поверхности платинового электрода. 

Используя оптимизированные скорости потока и концентрации реагентов, можно 

обнаружить различные уровни RSNO в диапазоне 0,25–20 мкмоль/дм3. 

Чувствительность данного электрода составляла 0,026 мкА/мкмоль/дм3. 

Микробиосенсор оксида азота на основе цитохрома c и гемного белка, 

иммобилизованного на слое функционализированного проводящего полимера, был 

изготовлен для измерения NO in vivo. Определение NO, основанное на прямом 

переносе электрона при помощи цитохрома c, было изучено с использованием 

циклической вольтамперометрии и хроноамперометрии [111]. Мешающее влияние 

посторонних веществ, таких как кислород и перекись водорода, было 

минимизировано посредством нанесения пленки Nafion. Предел обнаружения 

составил 13 ± 3 нмоль/дм3 (S/N = 3). Циклические вольтамперограммы от NO, 

полученные с использованием данного электрода, показывали пик восстановления 

при –0,7 В. Микробиосенсор вводили в мозг крысы для мониторинга изменения 

концентрации NO, вызванного употреблением препарата, содержащего кокаин.  
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Графитовые электроды 

Графитовые электроды имеют ряд преимуществ перед другими типами 

электродов и широко используются для определения NO. В качестве достоинств 

графитовых электродов можно отметить высокую химическую стойкость, 

широкий диапазон потенциалов, доступность модификации поверхности. 

Для определения NO наиболее широко распространено использование 

электродов на основе стеклоуглерода (СУЭ). Это инертный электрод с хорошей 

проводимостью, высокой твердостью, высоким перенапряжением выделения 

водорода, химической стабильностью.  

Для каталитического окисления NO на СУЭ применяют различные 

полимерные пленки, например, полибриллиантовый крезиловый синий [112] 

(линейность в диапазоне от 90 нмоль/дм3 до 60 мкмоль/дм3, предел обнаружения 

12 нмоль/дм3, легкие крысы), поли-п-фениленвинилен [113] (линейность в 

диапазоне от 0,18 мкмоль/дм3 до 100 мкмоль/дм3, предел обнаружения 23 

нмоль/дм3, сердце крысы), композит поли-(эозин b) ионной жидкости 

гексафторфосфата 1-гексил-3-метилимидазолия [114] (в почках крысы, предел 

обнаружения 18 нмоль/дм3). 

Ким и соавторы [115] представили сенсор на основе поли(2,2’:5’,2’’-

тертиофен-(3’-(п-бензойной кислоты)), синтезированной с помощью метода легкой 

электрополимеризации, в которой восстановленный оксид графена (вОГ) был 

введен для повышения проводимости. Полимерное покрытие было дополнительно 

модифицировано пористыми наночастицами ZnO для увеличения электроактивной 

поверхности и облегчения процесса переноса электронов. Представленный датчик 

показал хорошую селективность определения NO в присутствии аскорбиновой 

кислоты, ацетаминофена, супероксида, H2O2, L-аргинина и мочевой кислоты. 

Предел обнаружения составил 77 ± 4,3 нмоль/дм3. 

NO сенсоры на основе композитных покрытий из хитозана, наночастиц 

металлов и УНТ находят широкое применение для различных биологических 
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объектов [116–120]. Такие композитные покрытия позволяют добиться лучшей 

чувствительности определения в широком диапазоне концентраций. 

Например, Ю. Фей и соавторы [117] представили химически 

модифицированный электрод на основе окислительно-восстановительной 

полимерной пленки, содержащей комплекс осмия, нанесенной на электрод, 

модифицированный одностенными УНТ. Амперометрическое измерение NO 

проводилось при потенциале +0,80 В, линейная зависимость тока 

электроокисления NO от его концентрации сохранялась в диапазоне от 0,2 

мкмоль/дм3 до 40 мкмоль/дм3, с пределом обнаружения от 50 нмоль/дм3. 

Совсем недавно белок гем-шелка был включен в многостенные УНТ для 

создания высокостабильного биосенсора NO с диапазоном концентраций от 19 до 

190 нмоль/дм3 и низким пределом обнаружения 2 нмоль/дм3. Датчик также 

продемонстрировал хорошую селективность и долговременную стабильность из-за 

присутствия гема в структуре белка [121]. 

Браун и Шенфиш [122] исследовали каталитические свойства ряда 

фталоцианиновых комплексов металлов, включая Fe (II), Co (II), Ni (II) и Zn (II), 

для обнаружения NO, выявив что Fe (II) обладает самой высокой каталитической 

активностью в отношении окисления NO.  

Золотые электроды 

Электроды на основе Au также широко используются для обнаружения NO. 

Это связано с тем, что небольшие функциональные молекулы могут быть легко 

иммобилизованы на поверхности золотого электрода через связь S-Au.  

В работе [106] Пашай и соавторы сообщили о создании золотого электрода, 

модифицированного цитохромом, хитозаном и наночастицами (НЧ) золота. NO 

детектировался косвенно, посредством каталитической окислительно-

восстановительной реакции с хорошей селективностью и стабильностью, а также с 

низким пределом обнаружения (45 нмоль/дм3). 

В 2017 году Юн и др. [123] предложили новый электрохимический золотой 

биосенсор для определения NO, покрытый амино-модифицированными НЧ MoS2, 
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оксидом графена и гибридом миоглобина. Как одноцепочечный гемовый белок, 

миоглобин обладает хорошими каталитическими свойствами по отношению к NO 

из-за железосодержащего порфирина в его ядре. Наночастицы MoS2 были 

модифицированы цистеамином, где аминная группа обеспечивала благоприятную 

ориентацию иммобилизованного Mb, что облегчало эффективный перенос 

электронов и усиливало электрохимический сигнал. Данный электрод показал 

высокую стабильность, улучшенный амперометрический отклик по сравнению с 

подобными электродами и селективное зондирование NO с пределом обнаружения 

3,6 нмоль/дм3.  

Ли и др. [124] разработали усовершенствованный трехмерный пористый 

золотой микроэлектрод, изготовленный с помощью метода легкого 

электрохимического сплавления/расплавления (разложения) для мониторинга NO, 

выделяемого из живых клеток в режиме реального времени. Изготовленная 

пористая наноструктура золота может эффективно дифференцировать NO от 

аскорбиновой кислоты, цистеина и мочевой кислоты с хорошей 

воспроизводимостью и стабильностью. Разработанный сенсор продемонстрировал 

высокую стабильность, чувствительность и низкий предел обнаружения NO (18,1 

± 1,22 нмоль/дм3) методом ДИВ.  

Совсем недавно Чжао и соавторы [125] предложили гибкий электрод для 

обнаружения NO на основе наноструктурированной пленки золота и 

полидиметилсилоксана, демонстрирующий широкий диапазон определяемых 

концентраций от 10 до 1,295 нмоль/дм3 и низкий предел обнаружения 1 нмоль/дм3. 

Тем временем Ванг и др. [126] изготовили гибкий датчик на основе 

многослойной нанотрубки Au и нанопроволоки TiO2, где была применена 

фотокаталитическая стратегия для решения проблем загрязнения и пассивации, 

возникающих в результате окислительно-восстановительных реакций или 

секреции клеток; был достигнут рециркулируемый в реальном времени 

мониторинг выбросов NO эндотелиальными клетками пупочной вены человека.  
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Однако недавнее исследование подтвердило, что НЧ золота являются 

цитотоксичными для клетки. НЧ золота, защищенные тиолированным 

полиэтиленгликолем, обладали меньшей цитотоксичностью в отличие от 

наночастиц золота с цитратным покрытием при обнаружении внеклеточного NO, 

выделяющегося макрофагами.  

В таблице 1 представлены электрохимические методы определения оксида 

азота. В качестве параметров сравнения взяты: тип материала электрода, 

модификатор, потенциал окисления, диапазон линейности градуировочной 

зависимости, предел обнаружения, объект исследования. 

Как видно из таблицы 1, в литературе достаточно большое внимание уделено 

электрохимическому определению оксида азота на разных типах электродов с 

разной модификацией. Все они имеют свои преимущества и недостатки. Основным 

недостатком прямого метода определения оксида азота в биологических объектах 

является либо низкая селективность, либо сложная пробоподготовка объектов. 
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Таблица 1 – Электрохимические методы определения NO 
Материал 

электрода 
Модификатор Методика Еп Электрол

ит (рН)  
Диапазон,  
мкмоль/дм3 

Предел 

обнаружения

, нмоль/дм3 

Объект Ссылк

а 

Платина 

дисковый 
Политетрафлуороэтилен/ 
пористый слой платины 

ВА 0,75 7,4 ФБ1 – 1 Кожа человека [109] 
 

ПТФЭ/Sn/Pt ВА, ХА2 0,75 7,4 ФБ 0,001 – 1  
 

1 
 

Почки мышей [110] 

Платина 

проволочный 
Нафион/м-
фенилендиамин 

ВА, ХА 0,75 7,0 ФБ 0,25 – 20 - Нитрозотиолы [107] 

Цитохром/ПТТКК3 ВА, ХА 0,7 7,4 ФБ 2,4 – 55 13±3 мозг мышей [111] 
Стеклоуглерод полибриллиантовый 

крезиловый 

синий/Нафион 

Амперометрия 0,7 7,4 ФБ 0,09 – 60 12 легкие крысы [112] 

поли-п-фениленвинилен  ХК4, 
амперометрия, 

ДИВ 

0,85 7,4 ФБ 0,18 – 100  23 сердце крысы [113] 

поли-(эозин 
b)/гексафторфосфата 1-
гексил-3-
метилимидазолия 
(HIMIMPF6)/дидодецил 
диметиламмонийбромид 

ЦВА5 0,8 7,4 ФБ 0,036 – 130 18 почки крысы [114]  

                                                
1 Фосфатный буфер 
2 Хроноамперометрия 
3 Поли-5,2’,5’,2’’-тертиофен-3’-карбоксильная кислоты 
4 Хронокулонометрия 
5 Циклическая вольтамперометрия 
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поли(2,2’:5’,2’’-
тертиофен-(3’-(п-
бензойной 

кислоты))/вОГ6/ZnO НЧ 

Амперометрия -0,9 7 0,019–76 7,7 ± 0,4  клетки человека [115] 

 
поли-CoII/ 
Многостенные 

УНТ/Хитозан 

ДИВ 0,85 7,4 ФБ 
 

2,99 персик [116] 

 
Одностенные УНТ/PVP-
Os-EA  

ЦВА 0,8 -0,2 0,2 – 40 50 раствор NO [117] 
 

Хитозан/НЧ Au ДИВ 0,74 7,4 ФБ 0,036 – 43,2  7,2 почки крысы [118] 
 

Монослой 1,8,15,22-
тетрааминофталациано 

кобалт (II)  

ЦВА, ДИВ 0,82 2,5 3,0 – 30,0 0,14 сыворотка 

крови 
[119] 

 
МУНТ/Хитозан-НЧ 

Au/Нафион 
Амперометрия 0,85 7,4 ФБ 0,019 – 54 

10 
7,6 живые ткани [120]  

 
МУНТ/расвор шелка/Fe ВА 0,84 3 0,019 – 0,19 

10  
2 - [121] 

 
Fe ДИВ 0,8 7,4 ФБ - - - [122] 

Золото НЧ Au/хитозан/ 

цитохром с /нафион 
ЦВА, ДИВ -0,7 7,0 ФБ 0,1 – 2,15 10 45 модельные 

среды 
[106] 

 
MoS2/ ОГ/ миоглобин ХА - ФБ - 3,6 модельные 

среды 
[123]  

                                                
6 Восстановленный оксид графена 
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золото ДИВ 0,75 7,2 ФБ - 18,1 ± 1,2 Клетки сердца и 

раковые клетки 
[127] 

 
Наноструктуры Au-
полимерная пленка-
полидиметилсилоксан 

Амперометрия  0,85 - 0,01 – 1.295 
10 

1 Эндотелиальны

е клетки 

пупочной вены 

человека 

[125] 

 
Нанотрубки Au/TiO2 Амперометрия 0,8 - 0,005 – 0,5 2,2 Живые клетки и 

ткани 
[126] 
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1.4.2.2 Косвенное определение оксида азота через нитрит-ионы 

Как уже было сказано ранее, высокая реакционная способность NO 

затрудняет его селективное определение в реальных образцах [50,51]. Зачастую, 

альтернативой прямым методам определения являются косвенные методики, 

основанные на количественной оценке нитрит-ионов. Электрохимические 

методы для мониторинга NO2
– в различных объектах широко применяются из-за 

их высокой чувствительности и селективности.  

Для этих целей используют различные электроды и модификаторы. 

Например, нанокомпозитный углеродно-пастовый электрод, 

модифицированный Ag, галуазитовой нанотрубкой и MoS2 применяли для 

электрокаталитического определения нитритов в водных растворах с помощью 

ЦВА с низким пределом обнаружения (0,7 мкмоль/дм3) и широким линейным 

диапазоном отклика от 2 до 425 мкмоль/дм3 [128].  

Также, в качестве модификатора для каталитического определения NO2
– на 

СУЭ были использованы биметаллические сетки из наноцепей золото-медь [129] 

с широким линейным диапазоном от 0,1 до 4 ммоль/дм3 и низким пределом 

обнаружения (0,2 мкмоль/дм3).  

Электрохимический сенсор на основе наночастиц меди на многослойных 

нанолистах из многостенных УНТ с восстановленным ОГ на СУЭ использовали 

для определения NO2
– с пределом обнаружения 0,03 мкмоль/дм3 и диапазоном 

линейности от 0,1 до 45 мкмоль/дм3 [130]. 

СУЭ, модифицированный нанокластерами золота с гистидиновым 

покрытием (Гис / Au) и вОГ был успешно применен для определения нитрита с 

использованием ДИВ [131] с линейным диапазоном от 2,5 до 5700 мкмоль/дм3 и 

пределом обнаружения равным 0,5 мкмоль/дм3. 

Раджакришнан и соавт. использовали СУЭ, модифицированный 

композитом Fe2O3 / вОГ, для обнаружения нитритов в диапазоне концентраций 

от 0,05 до 780,0 мкмоль/дм3 с пределом обнаружения 0,015 мкмоль/дм3 [132]. 
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Известно также множество методов определения нитрит-ионов на 

поверхностях электродов без применения модификаторов. Например, в работе 

[133] описана вольтамперометрическая методика совместного определения 

нитритов и нитратов в водах. Концентрацию нитритов определяли методом 

добавок на графитовом электроде (ГЭ) в 0,1 моль/дм3 Na2SO4. Линейность 

градуировочной зависимости сохранялась в диапазоне от 3 до 14 мкмоль/дм3. 

Нижняя граница определяемых содержаний составила 3 мкмоль/дм3.  

В таблице 2 представлены электрохимические методы определения 

нитрит-ионов для косвенного определения оксида азота. В таблице показан 

сравнительный анализ методов по типу электрода, модификатору, потенциалу 

окисления, диапазону линейности градуировочной зависимости, пределу 

обнаружения и объекту исследования. 

Как видно из таблицы 2, электрохимические методы определения нитрит-

ионов широко распространены в аналитической химии. Каждый из методов 

имеет свои преимущества и недостатки, поэтому разработка нового 

альтернативного более простого, экспрессного, чувствительного и менее 

ресурсозатратного метода определения нитрит-ионов как метаболитов оксида 

азота в биологических объектах имеет свою актуальность и по сей день. 
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Таблица 2 – Электрохимические методы определения нитрит-ионов 
Электрод Модификатор Методика Еп Электролит (рН)  Диапазон 

мкмоль/дм3 
Предел 

обнаружения, 

мкмоль/дм3 

Объект Ссылка 

Углеродно-
пастовый 

Ag/HNT/MoS2  ЦВА 0,8 ФБ, 4,0 2 – 425  0,7 Модельные 

растворы 
[128] 

 
 
 
 
 
 
СУЭ 

AuCu наноцепи ЦВА 0,85 ФБ 7,0 0,1 – 4  0,2 Продукты 

питания, вода 
[129] 

Cu/МУНТ/вОГ КВВ7 0,62 Na2SO4/H2SO4, 
pH = 3.0 

0,1 – 45  0,03 Продукты 

питания 
[130] 

Гистидин@Au/в

ОГ 
ДИВ 0,8 ФБ 7,0 2,5 – 5700 0,5 Продукты 

питания 
[131] 

Fe2O3/вОГ ДИВ 0,8 ФБ 7,0 0,05 –780 0,015 Модельные 

растворы 
[132] 

Графитовый - АВ8 0,9 Na2SO4  
0,1 моль/дм3  

3 – 14 2,9 вода [133] 

 
 

                                                
7 КВВ – квадратно-волновая вольтамперометрия 
8 АВ – анодная вольтамперометрия 
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1.5 S-нитрозотиолы. Значение S-нитрозотиолов в биологических 

системах 

S-нитрозотиолы соответствуют общей формуле RSNO, где R – 

цистеинсодержащий пептид, и представляют собой ковалентные аддукты 

тиолат-аниона (RS–) и нитрозо-группы (NO–) [8].  

Интерес к S-нитрозотиолам возрос с момента их идентификации как 

ключевых биологически важных участников реакций, индуцируемых оксидом 

азота. Дело в том, что синтезированные RSNO широко использовались в 

качестве доноров NO и играли важную роль в исследовании NO-зависимых 

механизмов передачи сигналов. Эти ранние исследования были, в основном, 

сфокусированы на RSNO как на промежуточном звене при образовании NO [11].  

Действительно, понимание того, как регулируется процесс S-

нитрозилирования, и разработка новых терапевтических средств на основе S-

нитрозилирования приводит к новым возможностям модулирования эффектов 

NO при различных заболеваниях.  

Однако, изучение механизмов, посредством которых нитрозотиолы 

образуются и метаболизируются, а также разработка протоколов, позволяющих 

идентифицировать RSNO по конкретным белкам привели к выводу, что эти 

соединения являются более значимыми, чем просто доноры NO, и должны 

рассматриваться как отдельная единица на основе тиола, которая регулирует 

функцию белка.  

Таким образом, зафиксировано значительное увеличение числа 

исследований, в которых изучаются возможные последствия использования 

RSNO в клинических испытаниях при терапии сердечно-сосудистых, 

респираторных и нейродегенеративных заболеваний. Сообщалось, что 

дисбаланс уровней RSNO связан с несколькими патологиями [134].  

Тем не менее, роль NO и RSNO в биологических системах находится в 

стадии активного изучения. Поэтому точное обнаружение и количественная 
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оценка RSNO жизненно важны для понимания их физиологических функций при 

нормальном функционировании и при патологических процессах. 

К сожалению, нестабильный характер как RSNO, так и NO усложняет 

изучение их физиологической роли. Особенно, обнаружение RSNO в 

биологических образцах является сложным, подвержено ошибкам и 

исследователи все еще ищут новые методы решения этих проблем [7]. 

1.6 Методы определения нитрозотиолов в биологических системах  

Независимо от исследуемой модели (клеточные культуры, субклеточные 

фракции, биологический материал клинического происхождения) требуются 

адекватные аналитические подходы для получения точной качественной и 

количественной информации. Однако, количественное определение RSNO в 

биологических пробах представляет собой сложную задачу [135] поскольку 

всегда следует тщательно рассматривать возможные взаимодействия 

используемых реагентов с компонентами матрицы [136].  

Прямые методы  

УФ-спектрофотометрическое обнаружение нитрозотиолов при 334 нм, 

часто связанное с процедурами разделения, такими как высокоэффективная 

жидкостная хроматография (ВЭЖХ) или капиллярный электрофорез, является 

широко используемым методом для непосредственного определения 

нитрозотиолов. Прямые методы позволяют избегать процедуры дериватизации, 

но из-за довольно низкого молярного коэффициента поглощения S-

нитрозогруппы УФ-спектрофотометрия ограничивается обнаружением 

микромолярных уровней [137,138]. 

Масс-спектрометрия (МС) может быть использована как для определения 

концентрации RSNO, так и для идентификации отдельных молекулярных 

частиц, при условии, что процедуры подготовки образцов могут гарантировать 

целостность связи S-NO. Идентификация производится путем выборочного 
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анализа соответствующего соотношения массы / заряда (m/z) молекулярных 

частиц.  

Когда анализ МС связан с жидкостной хроматографией (ЖХ-МС) и 

подвижная фаза является кислотой, важно исключить искусственное 

образование RSNO из введенных тиолов и нитритов, возможно присутствующих 

в колонке. Также необходим анализ стандартного 15N-меченного RSNO, а также 

образцов, ранее подвергнутых фотолизу или обработанных HgCl2 

(отрицательный контроль) [6]. Системы ЖХ-МС использовались для 

определения S-нитрозоглутатиона (GSNO) в плазме [139], но метод еще не был 

запатентован. МС также может быть связан с газовой хроматографией (ГХ-МС) 

для анализа RSNO с низкой молекулярной массой, но процедуры требуют 

превращения RSNO в нитрит с последующей его дериватизацией с 

пентафторбензилом [139].  

Кроме того, прямое обнаружение RSNO также осуществлялось с помощью 

плоских амперометрических датчиков [140].  

Что касается методов, основанных на иммунологии, поли- и 

моноклональные антитела, распознающие группировку SNO, использовались 

для выявления RSNO in situ в исследованиях иммуногистохимии [11].  

Косвенные методы 

Определение и количественная оценка RSNO могут быть произведены 

косвенно после расщепления связи S-NO, через анализ высвобожденных 

метаболитов. Разложение RSNO получают путем химического восстановления 

или фотолиза, а продукты разложения (NO· или нитрит) можно определять 

различными методами (спектрофотометрия, хемилюминесценция, 

флуорометрия, электрохимическое обнаружение, электронный спиновый 

резонанс, масс-спектрометрия); подробности отдельных процедур по 

определению нитритов и NO представлены в разделе 1.4.2 настоящей работы, а 

также широко описаны в [7,141].  



39 

 
 

В целом преимущество косвенных методов заключается в их хорошей 

чувствительности, хотя необходимо учитывать несколько недостатков, которые 

обычно связаны с длительностью и сложностью процедур, повышающих 

вероятность дополнительного образования RSNO, мешающим влиянием 

нитритов и металлов и, в некоторых случаях, с низкой чувствительностью. 

Важный недостаток многих из этих анализов заключается в использовании HgCl2 

для разрыва связи S–NO. Это связано с признанной токсичностью этого 

соединения, что небезопасно как для операторов, так и для окружающей среды. 

Также в литературе описаны методы, направленные на определение 

тиоловых фрагментов после разложения нитрозотиолов. Например, глутатион, 

полученный восстановлением GSNO β-меркаптоэтанолом может быть 

количественно определен с помощью флуориметрического подхода [142].  

Тем не менее, несморя на большое количество описанных подходов 

количественной и качественной оценки нитрозотиолов все еще сохраняется 

необходимость создания новых более чувствительных методов для понимания 

роли этих соединений в различных процессах в организме человека. 
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ГЛАВА 2 АППАРАТУРА И МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

2.1 Оборудование, электроды, химическая посуда 

Оборудование 

Для проведения электрохимических исследований использовали 

вольтамперометрический анализатор ТА-2 (ООО «НПЦ Техноаналит»), г. Томск, 

Россия» в комплекте с программным обеспечением.  

ТА-2 используется для определения качественного и количественного 

состава электрохимически активных веществ в различных объектах, в том числе 

биологических (кровь, сыворотка крови человека и животных, надклеточные 

жидкости и др.). Прибор оснащен тремя трехэлектродными электрохимическими 

ячейками для проведенния параллельных измерений. В данной работе 

электрохимические ячейки представляют собой кварцевые стаканчики объемом 20 

см3, в которые налит раствор электролита и опущены электроды. 

Электрохимическая ячейка состоит из трех электродов: рабочего, 

вспомогательного и электрода сравнения. Перемешивание растворов в ячейке 

осуществляется посредством вибрации рабочего электрода. Для регистрации 

вольтамперных кривых данное оборудование позволяет применять постоянно-

токовую, ступенчатую, квадратно-волновую и дифференциально-импульсную 

форму развертки поляризующего напряжения. Для устранения мешающего 

влияния кислорода перед началом эксперимента раствор барботировали 

газообразным азотом.  

Для контроля рН использовали рН-метр/иономер «ИТАН» (ООО НПП 

«Томьаналит», г. Томск, Россия). 

Взвешивание точной навески стандартных веществ и анализируемых 

образцов осуществляли на лабораторных аналитических весах Acculab ALC-210d4 

(«Sartorius Weight Technology GmbH», Германия) с I классом точности по ГОСТ 

24104-2001. 

Дистиллированную воду получали с использованием электрического 

аквадистиллятора «ДЭ-4» (Россия, Санкт-Петербург). 
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Центрифуга 5702 R (Eppendorf, Германия) также была использована в работе 

при проведении пробоподготовки биологических объектов. 

Исследование морфологии электродной поверхности проводили с помощью 

сканирующего (растрового) электронного микроскопа JEOL JSM-7500FA с 

пространственным разрешением 1 нм и максимальным увеличением 1000000 крат.  

Для проведения сравнительных исследований в работе использовали 

спектрофлуориметр «Флюорат-02 Панорама» (г. Санкт-Петербург) и 

спектрофотометр Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis (США). 

Подготовка и проверка оборудования осуществлялась согласно инструкции 

по эксплуатации и техническому описанию соответствующего прибора. 

Электроды 

В качестве рабочей поверхности использовали графитовый 

импрегнированный электрод благодаря его хорошей воспроизводимости, 

широкому диапазону потенциалов и доступности. 

Импрегнированный графитовый электрод – цилиндрический полимерный 

корпус, в который встроен диск графита (ООО «ЮМХ», Томск, Россия). Материал 

электрода подготавливают посредством спрессовывания стружки графита с 

полимером под вакуумом.  

В качестве электрода сравнения и вспомогательного электрода применялись 

ХСЭ, представляющие собой полые цилиндры, заполненные насыщенным 

раствором хлорида калия (KCl), c опущенной в него серебряной проволокой, 

покрытой труднорастворимой солью хлорида серебра. Вновь приготовленные ХСЭ 

предварительно выдерживались в течение 8 часов в насыщенном растворе KCl 

(молярная концентрация составляла 1 моль/дм3) с целью установления 

равновесного значения потенциала. Готовые электроды хранились в насыщенном 

растворе KCl и ополаскивались перед проведением эксперимента 

дистиллированной водой. 
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Химическая посуда 

В работе использовалась следующая лабораторная стеклянная посуда: колбы 

мерные на 50, 100, 500 и 1000 см3, цилиндр мерный вместимостью 50 см3, стаканы 

для взвешивания (бюксы), стакан химический 100 см3, кварцевые стаканчики 

объемом 20 см3.  

Отбор точных объемов жидкостей осуществлялся при помощи 

полуавтоматических дозаторов с переменным объёмом с одноразовыми 

наконечниками из полипропилена (АО «Термо Фишер Сайентифик», г. Санкт-

Петербург, Россия). 

Всю химическую посуду перед использованием, хорошо очищали мыльно-

содовым раствором, а затем промывали дистиллированной водой и этиловым 

спиртом. Высушивали на воздухе. Проверка чистоты производилась перед началом 

эксперимента посредством регистрации вольтамперных кривых в фоновом 

электролите. Отсутствие пиков на вольтамперограммах в катодной и анодной 

областях развертки свидетельствовало о чистоте посуды и фонового электролита. 

2.2 Реактивы 

– Спирт этиловый;  

 Вода дистиллированная; 

 Этилнитрит (EtNO2) (Sigma-Aldrich, США); 

 Калий хлористый, х.ч. (ОАО «Уралкалий», Россия); 

 Ледяная уксусная кислота, х.ч. (Реахим, Россия); 

 Борная кислота, х.ч. (Лабтех, Россия); 

 Ортофосфорная кислота, х.ч. (Реахим, Россия); 

 Натрий гидроокись, х.ч. (Лабтех, Россия); 

 Полистирол (Sigma-Aldrich, США); 

 Микрокристаллический графит, <20мкм (Sigma-Aldrich, США); 

 Микрокристаллический графит, (ЗАО Вектон, Россия); 

 1,2-дихлорэтан (Sigma-Aldrich, США); 

 Гексацианоферрат калия (III) (K3[Fe(CN)6] (Sigma-Aldrich, США); 
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 Липополисахарид (ЛПС) (Sigma-Aldrich, США); 

 Интерлейкин-4 (ИЛ 4) (Sigma-Aldrich, США); 

 Среда RPMI-1640 (Invitrogen, США); 

 Среда DMEM (BioFroxx, Германия); 

 10% инактивированная телячья сыворотка (Invitrogen, США); 

 L-глутамин (Sigma, США); 

 Пенициллин (Sigma, США); 

 Стрептомицин (Sigma, США); 

 Фикол (Amersham, США); 

 L-аргинин (Solgar, США); 

 S-Нитрозо-N-ацетилпеницилламин (SNAP) (Sigma, США);  

 Трихлоруксусная кислота (Химмедснаб, Россия); 

 S-метилметантиосульфонат (MMTС) (Sigma, США); 

 Диаминородамин-4М (ДАР-4M) 5 ммоль/дм3, (Sigma, США); 

 Макрофагальный колониестимулирующий фактор (М-КСФ) (Sigma, 

США); 

 Этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА), (Sigma, США). 

2.3 Растворы и модификатор 

Фоновый электролит 

Для приготовления кислой части буферного раствора Бриттона-Робинсона в 

мерную колбу вместимостью 1 дм3 вносили 2,4732 г борной кислоты, 2,65 см3 

ортофосфорной кислоты и 5,69 см3 уксусной кислоты и приливали небольшое 

количество дистиллированной воды. После растворения объем доводили до метки. 

Основную часть (2 моль/дм3) готовили по следующей методике: навеску 8 г NaOH, 

взвешенную на аналитических весах, переносили в мерную колбу объемом 1 дм3, 

растворяли в небольшом количестве дистиллированной воды и доводили до метки. 

Для достижения нужного рН к кислой среде буферного раствора добавляли 2 

моль/дм3 раствор NaOH. Значение водородного показателя контролировали рН-
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метром. Универсальный буферный раствор Бриттона-Робинсона хранили в 

стеклянной посуде при комнатной температуре в местах, защищенных от 

попадания прямых солнечных лучей. Срок хранения 6 месяцев. 

Раствор хлорида калия  

Для приготовления раствора хлорида калия с молярной концентрацией 1 

моль/дм3 навеску калия хлорида (7,46 ± 0,01) г переносили в мерную колбу 

вместимостью 100 см3 и доводили объем до метки дистиллированной водой. 

Раствор хлорида калия хранили в стеклянной посуде при комнатной температуре в 

местах, защищенных от попадания прямых солнечных лучей. 

Раствор этилнитрита с концентрацией 0,035∙моль/дм3 

В мерную колбу вместимостью 50 см3 помещали 0,4320 г стандартного 

раствора этилнитрита (15 % в этаноле) и доводили объем до метки 96 % этиловым 

спиртом. Раствор этилнитрита хранили в стеклянной посуде при температуре +4 0С 

в местах, защищенных от попадания прямых солнечных лучей.  

Раствор SNAP с концентрацией 0,005 моль/дм3 

Навеску S-нитрозо-Nацетилпенилламина массой 11 мг вносили в мерную 

колбу объемом 10 см3 и доводили до метки бидистиллированной водой. Раствор 

хранили в местах, защищенных от попадания солнечных лучей при температуре   

+8 0С сутки. 

Раствор № 1 – гидрофосфат натрия 1/15 моль/дм3 (Na2HPO4 · 2H2O) 

Для приготовления раствора № 1 навеску Na2HPO4 · 2H2O массой 11,866 г, 

переносили в мерную колбу объемом 1 дм3 и доводили до метки дистиллированной 

водой. 

Раствор № 2 – дигидрофосфат калия 1/15 моль/дм3 (KH2PO4 · 2H2O) 

Для приготовления раствора № 2 навеску KH2PO4 · 2H2O массой 9,073 г, 

переносили в мерную колбу объемом 1 дм3 и доводили до метки дистиллированной 

водой. 

Раствор фосфатного буфера (ФБ) с pH 7,4, содержащий 0,1 моль/дм3 ЭДТА 

Для приготовления рабочего фосфатного буферного раствора с pH 7,4 брали 

81,8 см3 раствора № 1, переносили в мерную колбу объемом 100 см3 и доводили до 
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метки раствором № 2. Далее навеску ЭДТА массой 2,922 г переносили в мерную 

колбу на 100 см3 и доводили до метки приготовленным раствором фосфатного 

буфера с pH 7,4. 

Раствор фосфатного буфера с рН 7,4, содержащий 80 ммоль/дм3                       

S-метилметантиосульфоната (MMTС) 

Для приготовления рабочего фосфатного буферного раствора с pH 7,4 брали 

81,8 см3 раствора № 1, переносили в мерную колбу объемом 100 см3 и доводили до 

метки раствором № 2. Далее навеску ММТС массой 0,88 г переносили в мерную 

колбу на 100 см3 и доводили до метки приготовленным раствором фосфатного 

буфера с pH 7,4. 

Приготовление 2,08 моль/дм3 раствора уксусной кислоты 

Раствор готовят под тягой. Мерную колбу вместимостью 1000 см3 до 

половины наполняют дистиллированной водой и осторожно при перемешивании 

вливают 125 см3 ледяной уксусной кислоты. После охлаждения объём раствора 

доводят до метки дистиллированной водой. Срок хранения раствора 6 месяцев при 

комнатной температуре. 

Приготовление 10 % раствора реактива Грисса в растворе уксусной 

кислоты 

В термостойкий химический стакан вместимостью 500 см3 помещают 25,0 г 

сухого реактива Грисса и растворяют в 225 см3 ледяной уксусной кислоты. Стакан 

помещают на магнитную мешалку и перемешивают содержимое при нагревании до 

полного растворения. По окончании растворения реактив Грисса фильтруют через 

фильтр Шотта во флакон из темного стекла. Срок хранения раствора 2 месяца при 

комнатной температуре. 
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Модификатор  

Углеродные чернила подготавливали по описанной ниже процедуре. 

Микрокристаллический графит массой 0,09 г и полистирол массой 0,01 г 

переносили в пробирку эппендорф, добавляли 0,5 см3 1,2-дихлорэтана и 

интенсивно перемешивали с помощью шейкера в течение 10 минут до получения 

однородной суспензии. Раствор модификатора хранили в пробирке эппендорф при 

комнатной температуре в местах, защищенных от попадания прямых солнечных 

лучей. Срок хранения 1 неделя. 

2.4 Подготовка модифицированного электрода 

Рабочий импрегнированный графитовый электрод (диаметром 4,0 мм) 

полировали фильтровальной бумагой и очищали в ультразвуковой ванне перед 

каждой модификацией. Затем 0,004 см3 суспензии модификатора наносили на 

поверхность электрода и сушили на воздухе, получая графитовый электрод, 

модифицированный углеродными чернилами (ГМЭ). Поверхность электрода 

обновляли по необходимости после удаления модификатора кусочком 

фильтровальной бумаги. 

2.5 Объекты исследования 

В данной работе в качестве стандартного вещества для подбора условий 

определения нитрит-ионов использовали раствор этилнитрита (EtNO2) – нитрита 

органического происхожения. Структурная формула этилнитрита приведена на 

рисунке 2. Константа диссоциации согласно литературным данным составляет –2,4 

[143].  

 

Рисунок 2 – Структурная формула 

Объектами исследования являлись образцы надклеточной жидкости 

макрофагов, полученные из моноцитов периферической крови пациентов НИИ 
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Онкологии г. Томска. Моноциты выделяли из крови здоровых доноров и людей 

больных раком легкого. 

Необходимые фенотипы при инкубировании макрофагов (M1 или M2) были 

получены путем добавления липополисахарида (ЛПС) и интерлейкина-4 (ИЛ-4) 

соответственно. Был также контрольный образец без добавления каких-либо 

индукторов. 

В качестве стандарта S-нитрозотиолов в данной работе использовали S-

нитрозо-N-ацетилпеницилламин, структурная формула которого представлена на 

рисунке 3. 

 
Рисунок 3 – Структурная формула S-Нитрозо-N-ацетилпеницилламина 

2.6 Методика приготовления надклеточных жидкостей макрофагов 

Венозную кровь забирали в вакуумные системы для взятия крови, 

обработанные гепарином, утром натощак в количестве 20 см3 от каждого 

волонтера. 

Гепаринизированную кровь в соотношении 1:1 смешивали со средой для 

отмывки, состоявшей из среды RPMI-1640, в которую предварительно были 

добавлены L-глутамин, пенициллин и стрептомицин. Полученную смесь в 

количестве 30 см3 наслаивали на 15 см3 фиколла и центрифугировали при 1600 

оборотах в минуту без встряхивания в течение 45 минут при 22 °С. Затем 

полученное интерфазное кольцо, содержащее фракцию моноцитов и лимфоцитов, 

аккуратно собирали при помощи пастеровской пипетки и дважды отмывали средой 

для отмывки при 1200 оборотах в минуту в течение 15 минут при 4°С. Отмытые 

мононуклеарные клетки разводили в полной культуральной среде до концентрации 

N
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HN

OH

O

O
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2·106 клеток/см3 (среда DMEM, L-глутамин, пенициллин и стрептомицин, 10 % 

термически инактивированной фетальной сыворотки теленка). 

Выделенные мононуклеарные клетки (моноциты) в количестве 2·106 в 1 см3 

полной культуральной среды помещали в лунку 24-луночного плоскодонного 

планшета для культивирования клеток. Для каждого исследования ставились 3 

пробы: 1 – контрольная проба, 2 – проба для индукции М1-макрофагов, 3 – проба 

для индукции М2-макрофагов. Во все лунки добавляли М-КСФ в дозе 20 нг/см3. 

Через 5 суток инкубации клеток в атмосфере 5 % СО2 во вторую и третью пробы 

добавляли 100 нг/см3 ЛПС или 10 нг/см3 ИЛ-4 соответственно. Через 24 часа 

инкубации фракцию не прилипших к пластику клеток удаляли смыванием. 

Прилипшие клетки – макрофаги, отделяли от дна лунки скрепером, собирали в 

пробирки с полной культуральной средой, фиксировали, а затем окрашивали для 

исследования индуцированного фенотипа макрофагов. Надклеточную жидкость 

исследовали на наличие метаболитов оксида азота. 

2.7 Методика подготовки образцов крови для 

вольтамперометрического определения нитрозотиолов 

Венозную кровь забирали утром натощак, в количестве 20 см3 от каждого 

волонтера, в вакуумные системы для взятия крови, которые предварительно были 

обработаны гепарином, а также защищены от попадания солнечного света. После 

этого образцы крови центрифугировали в течение 15 мин при 3000 об/мин. Затем к 

анализируемым образцам добавляли 20 % раствор трихлоруксусной кислоты в 

объемном соотношении 1:1. Через 10 мин полученный раствор снова 

центрифугировали 3 мин при 3000 об/мин. Прозрачный центрифугат использовали 

для вольтамперометрического определения нитрозотиолов. 

2.8 Методика эксперимента  

Определение нитритов как NO-метаболитов по реакции Грисса 

0,5 см3 пробы доводили дистиллированной водой до 50 см3, прибавляли 2,0 

см3 раствора Грисса и перемешивали. Через 30 – 40 минут измеряли оптическую 
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плотность раствора относительно холостой пробы при длине волны 520 нм. 

Измерение проводили в кювете с длиной поглощающего слоя 1 см. 

Определение нитритов как NO-метаболитов методом анодной 

вольтамперометрии  

В электрохимическую ячейку вносили 10 см3 буферного раствора Бриттона-

Робинсона рН 4,02. Трехэлектродная ячейка состояла из рабочего ГМЭ электрода, 

ХСЭ использовали в качестве электрода сравнения и вспомогательного электрода. 

Электроды подключали к вольтамперометрическому анализатору ТА-2 и 

помещали в раствор буферного электролита.  

Для получения чистого фона перед измерениями ГМЭ сканировали в режиме 

постоянно-токовой анодной вольтамперометрии с дифференцированием в 

диапазоне от 0,4 до 1,2 В. Сигнал окисления EtNO2 использовали в качестве 

стандартного сигнала. Съемку вольтамперограмм проводили в растворе БР с рН 

4,02, скорости сканирования 100 мВ/с, Енак 0,4 В и tнак 4 с.  

Определение S-нитрозотиолов методом флуориметриии  

К 0,1 см3 анализируемой биологической жидкости добавляли 1 см3 

фосфатного буфера (рН 7,4) с 80 ммоль/дм3 S-метилметантиосульфоната (MMTС) 

и центрифугировали в течение 20 мин при 20000 об/мин и 4 °C. Затем 0,5 см3 

супернатанта переносили в микропробирку на 2 см3, и доводили до метки 

охлажденным ацетоном. Раствор выдерживали 20 мин при –20 °С для осаждения 

белков и жиров, а затем центрифугировали еще 20 мин при 20000 об/мин и 4 °C. 

После этого, супернатант удаляли, а к осадку повторно добавляли 0,25 см3 

фосфатного буфера (рН 7,4) с 80 ммоль/дм3 MMTС и центрифугировали еще 3 мин 

при 20000 об/мин и 4 °C. Далее к 0,2 см3 аликвоты полученного супернатанта 

добавляли 0,0015 см3 5 моль/дм3 раствора диаминородамина-4М (ДАР-4M), чтобы 

достичь концентрации красителя 37,5 мкмоль/дм3 и аккуратно перемешивали 

пипеткой. Встряхивать микропробирку нельзя! После этого аликвоту смеси 0,1 см3 

супернатанта + ДАР-4M помещали в лунку планшета для ПЦР, а оставшиеся ~ 0,1 

см3 хранили в полной темноте при комнатной температуре как фоновый образец 

для сравнения. Каждый новый исследуемый образец должен иметь холостую 
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пробу. Планшет аккуратно помещали лицевой стороной вниз в трансиллюминатор 

на 5 мин. Жидкость не упадет, если тарелку не трясти или не ударить. После этого 

образцы из каждой лунки осторожно собирали и переносили в микропробирку на 

1,5 см3, добавляли 0,9 см3 фосфатного буфера (рН 7,4, без MMTС) в каждую 

микропробирку. Кроме того, добавляли еще 0,9 см3 фосфатного буфера к холостым 

образцам. 

Все холостые пробы и исследуемые образцы анализировали в 

спектрофлуориметре с возбуждением 560 нм и длиной волны излучения 575 нм. В 

течение всего эксперимента исследуемые образцы хранили в темноте и 

поддерживались при температуре 4 °С. Это связано с высокой чувствительностью 

S-нитрозотиолов к свету.  

Определение SNAP методом вольтамперометрии 

В электрохимическую ячейку, состоящую из графитового электрода, 

модифицированного углеродными чернилами и двух ХСЭ, содержащую 

фосфатный буферный раствор (pH 7,4) и 0,1 ммоль/дм3 ЭДТА, вносили различные 

аликвоты водного раствор SNAP (5 ммоль/дм3). Все измерения SNAP проводились 

в кварцевых стаканчиках при закрытом ТА-2, чтобы избежать разложения 

исследуемого вещества под действием света. Исследуемый нитрозотиол в 

фосфатном буфере с рН 7,4, содержащем 0,1 моль/дм3 ЭДТА, перемешивали, 

накапливали 30 с при потенциале –0,6 В, а затем восстанавливали при помощи 

катодной вольтамперометрии в режиме первой производной при потенциале –0,57 

В. Перед всеми электрохимическими экспериментами раствор продували азотом, 

чтобы предотвратить окисление конечных продуктов растворенным или 

свободным кислородом. 

2.9 Методика проведения микроскопических исследований 

поверхности электродов 

Поверхность электродов с модификатором и без него исследовали с 

помощью сканирующего (растрового) электронного микроскопа JEOL JSM-

7500FA с пространственным разрешением 1 нм и максимальным увеличением 
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1000000 крат. Как описано в пункте 2.4, углеродные чернила готовили из 

микрокристаллического графита и полистирола в среде 1,2-дихлорэтана. При этом 

был использован микрокристаллический графит двух производителей: ЗАО Вектон 

и Sigma-Aldrich. 

2.10 Статистическая обработка данных 

Завершающим этапом при разработке методик количественного определения 

проводили статистическую обработку полученных данных.  

При использовании ряда нормативных документов [144–146] в работе 

рассчитаны среднеквадратичное отклонение (СКО), правильность, 

внутрилабораторная прецизионность, предел обнаружения, систематическая и 

случайная погрешности.  
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ГЛАВА 3 ИССЛЕДОВАНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ 

ЗАКОНОМЕРНОСТЕЙ ОКИСЛЕНИЯ НИТРИТ-ИОНОВ НА 

МОДИФИЦИРОВАННОМ ЭЛЕКТРОДЕ 

На основании проведенного литературного обзора (ГЛАВА 1) было 

выявлено, что оксид азота проявляет высокую реакционную способность и 

окисляется, в основном, до нитритов. При этом существуют методики прямого и 

косвенного определения оксида азота. На данном этапе работы количественное 

определение оксида азота ориентировано на его косвенное определение через 

нитрит-ионы для оценки эффективности поляризации макрофагов. В качестве 

стандартного вещества использовали нитрит органического происхождения EtNO2. 

3.1 Характеристика модифицированного электрода и исследование его 

поверхности методом сканирующей микроскопии 

Для разработки методик определения нитритов как NO-метаболитов и 

нитрозотиолов как NO-субстратов на импрегнированном графитовом электроде, 

модифицированном углеродными чернилами, изучили морфологию поверхности 

электрода и оценили эффективность его модификации. 

Для изучения морфологии поверхности электродов использовали 

сканирующую электронную микроскопию (СЭМ). На рисунке 4 показана 

поверхность графитового электрода до и после модификации. Первый образец (А) 

представляет собой импрегнированный графитовый электрод, второй (Б) и третий 

(В) – поверхности после модификации углеродными чернилами. Для 

приготовления чернил использовали микрокристаллический графит разных 

производителей: ЗАО Вектон и Sigma-Aldrich. 
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Рисунок 4 – снимки СЭМ: А – ГЭ без модификатора; Б – ГЭ после 

модификации чернилами (ЗАО Вектон); В – ГЭ после модификации чернилами 

(Sigma-Aldrich) 

Как видно из рисунка 4, на поверхности образцов наблюдается выборочная 

микропористость. Размер пор не превышает 20 мкм.  

Углеродная паста, полученная с помощью микрокристаллического графита 

производства Sigma-Aldrich, образует на электроде равномерную пленку, 

имеющую более разветвленную поверхность (B) по сравнению с модификатором, 

для получения которого использовали микрокристаллический графит ЗАО Вектон 

(Б). Поэтому, для дальнейших исследований и разработки методики определения 

NO-метаболитов и NO-доноров в биологических объектах использовали 

микрокристаллический графит Sigma-Aldrich. 

Эффективность модификации оценивали с использованием стандартной 

окислительно-восстановительной пары [Fe (CN)]3– / [Fe (CN)]4– (рисунок 5). 

 
Рисунок 5 – ЦВА 500 мкмоль/дм3 [Fe(CN)6]4− в 0,1 моль/дм3 KCl на ГЭ и 

ГМЭ. v = 60 мВ/с 

Как видно из рисунка 5, модификация графитового электрода углеродными 

чернилами (ГМЭ) приводит к возрастанию сигналов окисления/восстановления, 
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что свидетельствует об увеличении чувствительности электрода. Доказано, что 

после модификации поверхности электрода данным модификатором, его 

чувствительность повышается в четыре раза [147]. Таким образом, в качестве 

рабочего электрода применяли ГМЭ.  

3.2 Влияние различных факторов на сигнал электроокисления нитрит-

ионов 

Из литературы известно, что нитрит ионы электрохимически окисляются на 

поверхности электрода. Поэтому, для подбора оптимальных условий получения 

аналитического сигнала от этилнитрита, взятого в качестве стандарта для 

определения нитрит-ионов на ГМЭ исследовано влияние ряда факторов, таких как 

рН фонового электролита, параметры накопления, скорость развертки потенциала 

на анодный сигнал нитрит-ионов.  

3.2.1 Влияние рН фонового электролита на сигнал электроокисления 

нитрит-ионов 

На механизм процессов окисления/восстановления в 

вольтамперометрическом анализе существенное влияние оказывает рН фонового 

электролита. Для установления оптимального значения водородного показателя 

при окислении нитрит-ионов на ГМЭ использовали универсальный буферный 

раствор Бриттона-Робинсона со следующими значениями рН: 2,11; 3,19; 4,02; 4,93; 

5,82; 6,86; 8,0; 9,18 (рисунок 6). 

 
Рисунок 6 – Зависимость интенсивности тока электроокисления NO2

– на 

ГМЭ от pH среды. С (NO2
–) = 0,3 ммоль/дм3. v = 80 мВ/с 
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В ходе эксперимента было выявлено, что анодный сигнал NO2
– сильно 

зависит от рН фонового электролита. С увеличением рН фонового электролита от 

2,0 до 4,02 происходит увеличение тока пика окисления нитрит-ионов, который 

достигает максимального значения при рН 4,02. При смещении рН в нейтральную 

и щелочную область интенсивность тока уменьшается, поскольку количество 

протонов не является достаточным для окисления нитрита [148].  

В сильнощелочной среде при рН > 8,0 сигнала окисления нитрит-ионов на 

электродах не наблюдалось. При этом зависимость потенциала пика от pH среды 

носила линейный характер в диапазоне рН от 2 до 7. 

Так как максимальный ток электроокисления нитрит-ионов был получен в 

кислой среде, то в дальнейших исследованиях использовали фоновый электролит 

– универсальный буферный раствор БР с рН 4,02. Достаточно надежные результаты 

были получены и при рН 4,0 ± 0,1. 

3.2.2 Влияние параметров электролиза (потенциала и времени 

накопления) на сигнал электроокисления нитрит-ионов 

Основной задачей при разработке методики количественного определения 

является подбор оптимальных условий для процесса окисления и/или 

восстановления вещества. Правильно подобранные условия приводят к 

повышению чувствительности определения. В связи с этим было рассмотрено 

влияние параметров накопления на интенсивность сигнала электроокисления 

нитрит-ионов. 

При подборе потенциала накопления исследовали область значений в 

диапазоне от –1 В до +1 В (рисунок 7). Экспериментальным путем было 

установлено значение потенциала накопления равное 0,4 В. При смещении 

потенциала накопления в более положительную область величина 

регистрируемого тока практически не изменялась.  
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Рисунок 7 – Зависимость интенсивности тока электроокисления NO2

– от 

потенциала накопления на ГМЭ (С = 0,3 ммоль/дм3, v = 80 мВ/с) 

Для определения времени накопления исследовали область значений от 1 до 

60 с (рисунок 8). Ток электроокисления нитрит-ионов увеличивается в течение 

первых 4 с.  

 
Рисунок 8 – Зависимость интенсивности тока электроокисления NO2

– от 

времени накопления на ГМЭ (С = 0,3 ммоль/дм3, v = 80 мВ/с) 

Поскольку величина тока электроокисления нитрит-ионов при увеличении 

времени накопления в диапазоне от 4 до 60 с практически не изменялась, выбор 

остановили на времени накопления 4 с. 

3.3 Исследование механизма электроокисления нитрит-ионов на 

графитовом модифицированном электроде 

Для установления механизма электроокисления NO2
– на ГМЭ были 

построены зависимости тока (I) от v1/2 и потенциала пика от ln(v1/2) в диапазоне 
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скоростей развертки от 10 до 200 мВ/с (рисунок 9). Линейная зависимость тока 

пика от v1/2 характерна для обратимых и необратимых процессов (рисунок 9 а).  

 
Рисунок 9 – Зависимости интенсивности тока электроокисления NO2

– от 

скорости v1/2 (а) и потенциала электроокисления от ln(v1/2) (б). С = 5,0 мкмоль/дм3  

Линейная зависимость потенциала пика электроокисления нитрит-ионов от 

ln(v1/2) со смещением потенциала в положительную область указывает на 

необратимость процесса (рисунок 9 б).  

Таким образом, смещение потенциала пика в положительную область при 

увеличении скорости развертки и линейность зависимости потенциала пика от 

натурального логарифма квадратного корня скорости развертки указывают на 

необратимый характер процесса. 

Согласно вышеизложенным фактам, предполагаемый механизм окисления 

нитрит-ионов на поверхности ГМЭ в водных средах следующий:  

NO2
– + Н2О – 2e– → NO3

– + 2H+     (11) 

Указанный механизм хорошо согласуется с литературными данными 

[131,149]. 

3.4 Исследование влияния адсорбционной составляющей на процесс 

электроокисления нитрит-ионов на модифицированном электроде 

Влияние скорости развертки потенциала на сигнал электроокисления нитрит-

ионов изучали в диапазоне от 10 до 200 мВ/с в буфере БР с рН 4,02 при потенциале 

накопления 0,4 В и времени накопления 4 с (рисунок 10 а). Нелинейность данной 

зависимости указывает на то, что адсорбция не является лимитирующей стадией 

3 6 9 12 15

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0 y = 0,14 x - 0,13

R
2
 = 0,994

 

 
I п

а
, 
м
кА

v1/2

1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4
0,6

0,8

1,0

1,2

v1/2

 

 

Е
п
а
, 
В

Ln

y = 0,36 x - 0,2

R 
2
= 0,98

а б 



58 

 
 

электродного процесса. Логарифмическая зависимость интенсивности тока от 

скорости развертки потенциала (рисунок 10 б) носила линейный характер. Однако, 

критерий Семерано (тангенс угла наклона зависимости lgI от lg v) составил 0,56, 

что указывает на наличие адсорбционного процесса при окислении нитрит-ионов 

на поверхности электрода.   

    
Рисунок 10 – Зависимость интенсивности тока окисления NO2

– от скорости 

развертки потенциала в буферном растворе БР (рН 4,02) на ГМЭ при Енак = 0,4 В. 

С (NO2
–) = 5,0 мкмоль/дм3 

Из приведенных результатов исследования можно сделать вывод, что на 

поверхности ГМЭ наблюдается адсорбция этилнитрита, однако, она не лимитирует 

электродный процесс и не оказывает существенного влияния на диапазон 

линейности градуировочной характеристики при определении нитрит-ионов в 

растворе. Для дальнейших сравнительных исследований была выбрана скорость 

развертки 100 мВ/с.  

Таким образом, в результате проведенных исследований были подобраны 

рабочие условия вольтамперометрического определения NO2
–. Дальнейшее 

определение нитрит-ионов проводили на импрегнированном ГМЭ в 

универсальном буферном растворе БР с рН 4,02 при Eнак=0,4 В, tнак=4 с. 

Вольтамперограммы снимали в режиме первой производной постоянно-токовой 

анодной вольтамперометрии при скорости развертки потенциала 100 мВ/с. Данные 

были представлены и опубликованы в работе [150]. 
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ГЛАВА 4 ИССЛЕДОВАНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ 

ЗАКОНОМЕРНОСТЕЙ ВОССТАНОВЛЕНИЯ SNAP 

4.1 Оценка электрохимических свойств SNAP 

В качестве стандартного вещества для исследований электрохимических 

свойств S-нитрозотиолов был взят SNAP. SNAP или S-Нитрозо-N-

ацетилпеницилламин относится к классу S-нитрозотиолов и может выступать в 

качестве субстрата NO [151]. Структурная формула S-Нитрозо-N-

ацетилпеницилламина представлена на рисунке 3. 

Предварительное исследование электрохимических свойств SNAP 

проводили с использованием ЦВА на ГМЭ в деоксигенированном ФБ растворе (рН 

7,4) с 0,1 моль/дм3 ЭДТА при концентрации SNAP 0,01 ммоль/дм3.  

Как следует из полученных циклических вольтамперограмм (рисунок 11), 

SNAP может быть электрохимически восстановлен на поверхности 

модифицированного импрегнированного графитового электрода, давая 

необратимую катодную волну при потенциале –0,58 В (отн. Ag/AgCl). Анодного 

пика при этом не наблюдалось. 

 
Рисунок 11 – ЦВА SNAP на ГМЭ в ФБ растворе с рН 7,4; v = 80 мВ/с 

Полученный на графитовом модифицированном электроде пик обусловлен 

прямым электрохимическим восстановлением связи S–NO, что подтверждается 

литературными данными [140]. Для подбора условий определения SNAP на 

графитовом модифицированном электроде использовали катодную 
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вольтамперометрию в режиме инверсии, позволяющую фиксировать высоту 

катодного тока в области положительных значений.  

4.2 Влияние рН фонового электролита на электровосстановление SNAP 

На основании источников, описанных в литературном обзоре, можно сделать 

вывод, что предыдущие электрохимические исследования нитрозотиолов 

проводились в основном при рН 7,4. В данной работе было изучено 

электровосстановление SNAP также в кислой и щелочной средах. 

В таблице 3 приведены значения потенциала пика электровосстановления 

SNAP на графитовом электроде, модифицированном углеродными чернилами в 

буферном растворе БР при различных значениях pH.  

Все растворы буферного электролита содержали 0,1 моль/дм3 ЭДТА, 

который необходим для подавления примесей ионов металлов и предотвращения 

каталитического разложения SNAP, особенно от ионов меди.  

Таблица 3 – Потенциалы пиков восстановления при различном рН и концентрации 

SNAP 1 ммоль/дм3 при 80 мВ/с 
рН Епк, В 
2,1 –0,490 
4,0 –0,525 
5,5 –0,552 
6,5 –0,550 
7,4 –0,571 
8,5 –0,575 
10,0 –0,575 

При увеличении рН до 7,4 потенциалы пиков смещаются в более 

отрицательную область, а в более щелочных растворах потенциал пика изменяется 

незначительно и от рН среды не зависит (рисунок 12). Из графика зависимости 

потенциала пика от кислотности среды (рисунок 12) по пересечению 

прямолинейного участка с осью х можно определить рКа SNAP, равную 7 [152]. 
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Рисунок 12 – Зависимость потенциала пика электровосстановления SNAP от 

рН среды фонового электролита. С(SNAP) = 1 ммоль/дм3  

В буферном растворе с рН 7,4 был зафиксирован пик восстановления при 

потенциале –0,57 В. При рН 4,0 наблюдается сдвиг потенциала пика 

электровосстановления SNAP на 0,05 В в более положительную область. Однако в 

кислой среде при восстановлении нитрозотиолов скорее всего участвует протон, 

который способствует образованию свободного NO, что может оказывать влияние 

на результат при их определении:  

RSNO + H + + e = NO· + RSH       (12) 

В более щелочных средах электрохимическое восстановление похоже на 

наблюдаемое при pH 7,4, однако интенсивность пика окисления значительно ниже 

(рисунок 13). Это связано с плохой стабильностью SNAP при высоком pH, поэтому 

в нейтральной среде наблюдается сигнал восстановления с максимальной 

интенсивностью.  
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Рисунок 13 – Зависимость интенсивности тока электровосстановления 

SNAP от рН на ГМЭ. С(SNAP) = 1 ммоль/дм3; v = 80 мВ/с 

В связи с вышесказанным, разработку методики определения SNAP 

проводили при рН 7,4, а в качестве фонового электролита использовали ФБ 

раствор. 

4.3 Влияние параметров электролиза (потенциала и времени 

накопления) на электровосстановление SNAP 

Основной задачей при разработке методики количественного определения 

вещества является подбор оптимальных условий для процесса его окисления и/или 

восстановления. Для установления влияния потенциала накопления на сигнал 

восстановления SNAP исследовали область значений потенциала в диапазоне от 0 

до –0,8 В (рисунок 14) в ФБ при рН 7,4 и времени накопления 30 с.  

 
Рисунок 14 – Зависимость интенсивности тока электровосстановления 

SNAP от потенциала накопления на ГМЭ в ФБ растворе (рН 7,4).  

С(SNAP) = 1 ммоль/дм3; v = 80 мВ/с  
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Установлено, что значение тока достигает максимума при потенциале –0,6 В, 

а при более положительных потенциалах интенсивность сигнала значительно 

уменьшается.  

Далее исследовали влияние времени накопления на сигнал 

электровосстановления при потенциале накопления –0,6 В. Как видно из рисунка 

15, после накопления более 20 с интенсивность сигнала изменяется незначительно, 

однако после накопления более минуты происходит уменьшение интенсивности, 

что предположительно связано с низкой стабильностью нитрозотиола. 

 
Рисунок 15 – Зависимость интенсивности тока электровосстановления 

SNAP от времени накопления на ГМЭ в ФБ растворе (рН 7,4). 

 С(SNAP) = 1 ммоль/дм3; v = 80 мВ/с   

Таким образом, установлены параметры накопления: время 30 с, потенциал 

–0,6 В.  

4.4 Исследование механизма восстановления SNAP на 

модифицированном электроде 

Для установления механизма восстановления SNAP на ГМЭ исследовали 

влияние скорости сканирования потенциала на интенсивность и потенциал 

катодного пика. Увеличение скорости сканирования потенциала приводило к 

увеличению интенсивности пика электровосстановления SNAP и сдвигу 

потенциала пика в более отрицательную область значений. Вольтамперограммы 
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получены при 0,5 мкмоль/дм3 SNAP, рН 7,4 потенциале накопления –0,6 В и 

времени накопления 30 с, но при разной скорости сканирования потенциала.  

Для описания механизма восстановления были построены зависимости тока 

(I) от v1/2 и потенциала пика от ln(v1/2) в диапазоне скоростей развертки от 10 до 160 

мВ/с (рисунок 16).  

Линейная зависимость тока пика от v1/2 характерна для обратимых и 

необратимых процессов, а линейность зависимости потенциала пика от 

натурального логарифма квадратного корня скорости развертки указывает на 

необратимость процесса.  

  
Рисунок 16 – Зависимости интенсивности тока электровосстановления 

SNAP от скорости v1/2 (а) и потенциала электровосстановления от ln(v1/2) (б).  

С (SNAP) = 0,5 мкмоль/дм3  

Таким образом, учитывая проведенные исследования, сделан вывод о 

необратимости процесса на основании отсутствия анодного пика, смещения 

потенциала пика в отрицательную область и линейной зависимости потенциала 

пика от натурального логарифма скорости развертки. 

Расчет коэффициента переноса для необратимого процесса производили из 

Тафелевской зависимости (зависимость ln|Ired| от потенциала пика) по формуле: 

Наклон=
αF

RT
         (13) 

Где, 

α – коэффициент переноса. 

0 5 10 15

1,5

3,0

4,5

6,0

v1/2

 

 

- 
I п

к, 
м

кА

у = -0,476 х - 0,105

R
 2
 = 0,986

1,5 1,8 2,1 2,4

0,54

0,57

0,60 у = 0,1 х - 0,45

R
2
 = 0,995

 

 

- 
E

п
к,
 B

Lnv1/2

а б 



65 

 
 

В результате расчетов получено значение коэффициента переноса равное 

0,36. Полученное значение указывает на то, что в лимитирующей стадии процесса 

участвует первый электрон. 

Для необратимого процесса число электронов рассчитали по формуле: 

|Eп-Eп/2|=
47,7

αn
; [мВ]        (14) 

Где, 

Eп = –0,57 В 

Eп/2 = –0,635 В 

Получили значение равное 2,04, т.е. близкое к 2. 

На основании проведенных исследований предположили следующий 

механизм электровосстановления нитрозотиолов в ФБ растворе при рН 7,4 на 

графитовом модифицированном электроде на примере SNAP: 

RSNO + e– = NO• + RS–         (15) 

NO• + e– = NO–          (16) 

Полученные результаты согласуются с литературными данными 

[100,153,154]. Однако, полученная из литературы информация по механизму 

электровосстановления нитрозотиолов скудна и достаточно противоречива. 

Например, описаны одно-, двух- и трехэлектронные механизмы 

электровосстановления нитрозотиолов [100,153,154]. Это объясняется условиями 

проведения эксперимента, а также побочными реакциями, которые могут 

происходить в одно и то же время. 

4.5 Влияние адсорбционной составляющей на электровосстановление 

SNAP 

При разработке методики также была проведена оценка влияния 

адсорбционной составляющей на процесс восстановления SNAP на 

модифицированном графитовом электроде (рисунок 17). 

Адсорбционная составляющая вносит значительный вклад при 

восстановлении/окислении веществ, если: зависимость интенсивности тока 

восстановления вещества от скорости сканирования потенциала линейна и 
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значение критерия Семерано (тангенс угла наклона зависимости lgI от lg v) больше 

либо равен 0,5.  

    
Рисунок 17 – Зависимость интенсивности тока электровосстановления 

SNAP от скорости развертки (а) и логарифмическая зависимость интенсивности 

тока от скорости развертки (б). С (SNAP) = 0,5 мкмоль/дм3  

Из полученной и представленной на рисунке 17 а нелинейной зависимости 

тока от скорости развертки и найденному критерию Семерано (рисунок 17 б) 

равному 0,48 можно сделать вывод, что адсорбция не является лимитирующей 

стадией процесса. 

Таким образом, процесс восстановления нитрозотиолов на ГМЭ происходит 

при участии двух электронов при потенциале –0,57 В в среде с рН 7,4. 

Лимитирующей стадией процесса является электрохимическая реакция. 
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ГЛАВА 5 РАЗРАБОТКА ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКИХ МЕТОДИК 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ НИТРИТ-ИОНОВ И НИТРОЗОТИОЛОВ В 

БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТАХ 

5.1 Вольтамперометрическое определение нитрит-ионов на ГМЭ 

Для достижения постоянного, воспроизводимого фона перед началом 

эксперимента ГМЭ подвергался электрохимической очистке путем сканирования 

восемь раз в диапазоне от 0,4 В до 1,2 В при использовании анодной линейной 

вольтамперометрии в режиме производной первого порядка. 

В соответствии с подобранными ранее условиями, вольтамперограммы 

электроокисления нитрит-ионов снимали в растворе БР при pH 4,02 и скорости 

сканирования 100 мВ/с. Тем не менее, метод достаточно надежен, чтобы дать 

воспроизводимые результаты при рН 4,0 ± 0,1. Параметры накопления были 

следующими: Eнак = 0,4 В, tнак = 4 с.  

Калибровочные кривые NO2
– были построены в диапазоне концентраций от 

2 до 9 мкмоль/дм3 (рисунок 18) с соответствующим уравнением регрессии y = 0,768 

x – 0,048. Рассчитанный предел обнаружения (S/N = 3) составил 0,38 мкмоль/дм3. 

 
Рисунок 18 – Анодные вольтамперограммы NO2

– в диапазоне концентраций 

2–9 мкмоль/дм3 в буфере БР рН 4,02. v = 100 мВ/с 

При увеличении концентрации нитрит-ионов в растворе происходит 

пропорциональное увеличение тока электроокисления. 
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Очевидно, что разработанная методика определения нитрит-ионов на 

импрегнированном ГМЭ обладает хорошей чувствительностью и низким пределом 

обнаружения по сравнению с ранее опубликованными работами (таблица 2). 

Несмотря на то, что было установлено участие адсорбции при 

электроокислении нитрит-ионов на ГМЭ, сделан вывод, что это не мешает 

проводить количественную оценку в указанном диапазоне концентраций, так как 

градуировочная зависимость носит линейный характер. 

При анализе реальных объектов, перед каждым экспериментом поверхность 

электрода очищали и наносили модификатор по методике, представленной в 

пункте 2.4. 

5.2 Оценка мешающего влияния компонентов биологической матрицы 

на вольтамперометрическое определение нитрит-ионов и пробоподготовка 

объектов 

В связи с тем, что объектами исследования являлись надклеточные жидкости 

макрофагов, при создании методики оценивалось мешающее влияние всех 

компонентов биологической матрицы на аналитический сигнал нитрит-ионов, а 

именно, полной культуральной среды, телячьей сыворотки (10%), ИЛ-4, ЛПС, 

пенициллина, стрептомицина и L-глутамина.  

Аликвоту исследуемого компонента (50 мкл) добавляли в 

электрохимическую ячейку, содержащую 10 см3 3 мкмоль/дм3 раствора с нитрит-

ионами в буферном растворе БР с рН 4,02. Анодный ток от NO2
– регистрировали 

до и после добавления сопутствующего компонента. Результаты мешающего 

влияния компонентов матрицы на вольтамперометрический сигнал при 

определении нитрит-ионов представлены в таблице 4. 
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Таблица 4 – Исследование влияния компонентов матрицы на сигнал окисления 

NO2
–, n = 6, p = 0,95, tтабл = 2,57 

Ток окисления NO2
– 

перед добавлением 

компонента 

биологической 

матрицы (мкA/мВ) 

Компонент 

Соотношение 

концентрации NO2
– 

к компонентам 

биологических 

жидкостей 

Ток окисления NO2
– 

после добавления 

компонента 

биологической 

матрицы (мкA/мВ) 

tэксп 

0,762 ± 0,010 

Культуральная 

среда 1:100 0,757 ± 0,008 1,25 

Телячья 

сыворотка 

(10%) 
1:50 0,797 ± 0,038 1,84 

ЛПС 1:1000 0,755 ± 0,015 0,83 
ИЛ-4 1:1000 0,743 ± 0,027 1,97 

Пенициллин 1:100 0,761 ± 0,012 2,04 
Стрептомицин 1:100 0,749 ± 0,021 2,16 

L-глутамин 1:100 0,752 ± 0,023 2,1 

Из полученных данных можно сделать вывод, что 50-кратный избыток 10 % 

телячьей сыворотки и 100-кратный избыток остальных компонентов 

биологической жидкости не оказывает существенного влияния на 

электрохимический сигнал нитрит-ионов. 

На основании проведенных исследований для вольтамперометрического 

определения нитрит-ионов в биологических жидкостях пробоподготовку 

анализируемых образцов проводили по следующей методике: к 1 см3 слегка 

окрашенной исследуемой надклеточной жидкости макрофагов добавляли 1 см3    20 

% трихлоруксусной кислоты и центрифугировали при 3000 об/мин в течение 5 

минут для осаждения белковой фракции. Центрифугат смешивали с 5 см3 

дистиллированной воды и центрифугировали при 3000 об/мин в течение 3 минут. 

Затем, отбирали аликвоту совершенно прозрачного центрифугата (1-1,5 см3) для 

количественного определения нитрит-ионов в биологических жидкостях. 

5.3 Определение нитрит-ионов методом спектрофотометрии  

При разработке новых методик определения веществ необходимым условием 

является проведение сравнительных испытаний с уже существующими 

методиками. В данном случае наиболее распространенным методом определения 
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нитрит-ионов, несмотря на его невысокую чувствительность (2 мкмоль/дм3), 

является спектрофотометрический метод [155].  

Метод заключается в проведении химической реакции нитрита в кислой 

среде с ароматическими аминами в две стадии, в результате чего образуется 

фиолетовый азокраситель (реакция Грисса) (реакция 17), спектр которого затем 

фиксируется. 

(17) 

Пробоподготовка образцов для спектрофотометрического определения 

проводилась аналогично пробоподготовке для вольтамперометрического 

определения нитрит-ионов. Спектр анализируемого вещества снимали в диапазоне 

длин волн 450-700 нм и регистрировали максимум поглощения при 520 нм 

(рисунок 19). 

 
Рисунок 19 - Спектр поглощения нитрит-ионов: 1 – растворитель (Н2О),

 2 –раствор нитрит-ионов С = 5 мкмоль/дм3. Длина оптического – пути 1 см 
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Для построения градуировочной зависимости готовили стандартные 

растворы нитрит-ионов объемом 50 см3 в диапазоне концентраций от 1 до 10 

мкмоль/дм3. Полученная зависимость сохраняла свою линейность в диапазоне 

концентраций от 5 до 15 мкмоль/дм3 и описывалась уравнением A=0,039 C + 0,082 

(R2 = 0,995). Предел обнаружения 2 мкмоль/дм3.Далее в каждую колбу со 

стандартным раствором добавляли 2 см3 реактива Грисса и перемешивали. Через 

30-40 минут измеряли оптическую плотность растворов относительно холостой 

пробы на спектрофотометре Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis при времени 

интеграции 1 с, спектральной пропускной способности канала 2 нм, шаге 

сканирования 0,1 с. 

Концентрацию нитрит-ионов в растворе определяли по градуировочному 

графику. Подход использовали в качестве метода сравнения для определения 

нитрит-ионов в надклеточной жидкости макрофагов, выделенных из моноцитов 

периферической крови человека. 

5.4 Оценка функционального статуса макрофагов, определение нитрит-

ионов в надклеточных жидкостях макрофагов 

Общая схема оценки функционального статуса макрофагов представлена на 

рисунке 20 и описана в работе [156]. 

 
Рисунок 20 – Общая схема оценки функционального статуса макрофагов 

через определение концентрации нитрит–ионов в супернатантах клеточных 

культур 
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Количественное определение нитрит-ионов проводилось методом 

стандартной добавки (рисунок 21). Время анализа одного образца составляло менее 

20 минут, включая подготовку образца. Пик окисления NO2
– был зарегистрирован 

при потенциале +0,89 В.  

 
Рисунок 21 – Анодные вольтамперограммы исследуемого образца 

супернатанта клеточных культур, соответствующие окислению NO2
– на ГМЭ в БР 

с pH 4,02, до и после добавки 0,05 мкмоль/дм3 NO2
–; v = 100 мВ/с 

Данные по оценке количественного содержания нитрит-ионов в 

супернатантах клеточных культур вольтамперометрическим и 

спектрофотометрическим методами представлены в таблице 5. 

Таблица 5 – Результаты определения нитрит-ионов в супернатантах клеточных 

культур (макрофагах), выделенных из моноцитов периферической крови больных 

раком легкого до начала лечения вольтамперометрическим и 

спектрофотометрическим методами, n = 6, p = 0,95, tтабл = 2,57 

Номер 

пациента 
Тип 

поляризации 
Концентрация нитритов, мкмоль/дм3 

tэксп 
Вольтамперометрия Спектрофотометрия 

1 
фон 
М1 
М2 

71,1 ± 4,8 
205,4 ± 18,2 
85,3 ± 2,5 

69,0 ± 3,5 
199 ± 21 
92,1 ± 7,7 

0,69 
2,08 
1,87 

2 
фон 
М1 
М2 

116,6 ± 7,3 
192 ± 13 
123,1 ± 8,8 

120,4 ± 8,6 
190± 11 
125,8 ± 6,7 

1,89 
2,10 
1,56 

3 
фон 
М1 
М2 

49,4 ± 4,1 
111,8 ± 7,4 
62,1 ± 5,1 

43,3 ± 5,4 
108,7 ± 7,6 
59,6 ± 5,2 

2,40 
2,47 
1,81 

4 
фон 
М1 
М2 

115 ± 10 
223 ± 19 
97,5 ± 4,5 

112,5 ± 8,6 
231,1 ± 15,4 
93,7 ± 4,0 

1,63 
1,29 
1,91 
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Продолжение таблицы 5 

5 
фон 
М1 
М2 

98,4 ± 5,9 
124,9 ± 7,4 
97,3 ± 2,1 

94,7 ± 7,6 
128,9 ± 6,5 
96,8 ± 2,9 

2,04 
2,30 
1,99 

6 
фон 
М1 
М2 

65,5 ± 5,1 
119 ± 16 
37,3 ± 5,3 

61,1 ± 4,8 
105± 12 
31,4 ± 4,6 

1,05 
2,13 
1,41 

7 
фон 
М1 
М2 

81,4 ± 6,7 
177,6 ± 8,9 
71,0 ± 7,8 

76,2 ± 6,5 
182 ± 11 
65,0 ± 7,6 

1,65 
1,23 
0,92 

По количественному содержанию нитрит-ионов в пробах косвенно судили о 

количестве продуцируемого оксида азота в клетках. Уровень оксида азота в 

надклеточных жидкостях макрофагов без добавления индукторов поляризации и с 

добавлением ИЛ-4 – индуктора М2-поляризации не имел статистически значимых 

различий (таблица 5). Однако добавление М1-индуктора ЛПС в культуру 

индуцируемых макрофагов сопровождалось увеличением количества оксида азота 

в кондиционных средах макрофагов (таблица 5). Полученные данные говорят о 

том, что оценка уровня оксида азота в надклеточных жидкостях макрофагов может 

служить маркером М1 макрофагов. Данный подход может быть использован для 

дифференциации не стимулированных М1-поляризованных макрофагов от 

макрофагов, поляризованных по М2-типу.  

5.5 Вольтамперометрическое определение нитрозотиолов на ГМЭ 

Как уже было сказано, S-нитрозотиолы являются донорами NO и могут 

обеспечивать дополнительное образование NO в физиологических системах через 

различные пути разложения (термический, фотолиз, каталитическое 

восстановление ионов металлов и т.д.). Понимание того, как регулируется сигнал 

S-нитрозилирования, и разработка новых терапевтических средств, основанных на 

S-нитрозилировании, приводит к новым возможностям для модулирования 

эффектов NO при различных заболеваниях. Поэтому определение нитрозотиолов 

как субстратов образования NO в организме, имеет большое значение. 

Подбор рабочих условий определения нитрозотиолов описан в главе 4. 

Съемку вольтамперограмм проводили на ТА-2 при использовании катодной 

вольтамперометрии в режиме производной первой порядка в ФБ растворе с рН 7,4, 
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содержащем 0,1 ммоль/дм3 ЭДТА, при скорости сканирования потенциала 80 мВ/с, 

потенциале накопления –0,6 В и времени накопления 30 с.  

Первым этапом получали воспроизводимую фоновую кривую в диапазоне 

потенциалов от 0 В до –1 В. 

Затем в электрохимическую ячейку, состоящую из ГМЭ и двух ХСЭ вносили 

аликвоты исследуемого водного раствора SNAP. Все измерения проводились в 

закрытых кварцевых стаканчиках, чтобы избежать разложения исследуемого 

вещества под действием света. Исследуемый раствор перемешивали, а затем 

снимали вольтамперограммы восстановления нитрозотиолов по описанной выше 

методике. Пик восстановления SNAP при подобранных условиях в режиме первой 

производной был получен при потенциале –0,57 В. Для предотвращения окисления 

исследуемого вещества и конечных продуктов растворенным или свободным 

кислородом перед электрохимическими экспериментами раствор продували 

азотом. 

Калибровочная зависимость была построена в диапазоне концентраций от 0,2 

до 2,5 мкмоль/дм3 (рисунок 22) с соответствующим уравнением регрессии y = 7,457 

х – 0,138 (R2 = 0,995). Исследуемый диапазон соответствует концентрациям 

нитрозотиолов в биологических объектах. Рассчитанный предел обнаружения (S/N 

= 3) составлял 0,067 мкмоль/дм3. 

 

Рисунок 22 – Катодные вольтамперограммы и градуировочная зависимость 

SNAP в диапазоне концентраций 0,2–2,5 мкмоль/дм3 в ФБ с рН 7,4 и 0,1 моль/дм3 
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Разработанный метод определения SNAP на импрегнированном графитовом 

электроде обладает достаточно высокой чувствительностью, низким пределом 

обнаружения и может быть рекомендован для определения суммарного 

содержания нитрозотиолов в биологических объектах.  

5.6 Определение S-нитрозотиолов методом флуориметрии  

В качестве метода сравнения при определении нитрозотиолов в 

биологических жидкостях использовали флуориметрию [157]. Метод позволяет 

количественно определять S-NO, через NO, полученный при разложении связи S–

NO под воздействием УФ-излучения. Образованный NO детектируется 

спектрофлуорометрически с использованием NO-детектирующего 

флуоресцентного красителя диаминородамина-4М (ДАР-4М).  

Пробоподготовку биологической жидкости проводили в соответствии с 

процедурой, описанной в пункте 2.8. Затем подготовленные образцы 

биологической жидкости и их холостые пробы анализировали в 

спектрофлуориметре с возбуждением 560 нм и длиной волны излучения 575 нм. По 

разнице между сигналом флуоресценции образца и его соответствующей холостой 

пробы находили количество RSNO из градуировочной зависимости стандартного 

SNAP. Для построения градуировочной зависимости готовили стандартные 

растворы SNAP в диапазоне концентраций 1 – 50 мкмоль/дм3.  

5.7 Определение нитрозотиолов в биологических жидкостях 

Для того чтобы продемонстрировать практическое применение 

разработанного вольтамперометрического метода обнаружения нитрозотиолов на 

ГМЭ, проводили измерение их уровней в разбавленных образцах свежей крови, 

которую отбирали и пробоподготавливали по методике, описанной в пункте 2.7. 

Электрохимические измерения проб проводились в течение 2 часов после забора. 

Температура проб соответствовала комнатной температуре. 

Непосредственно для вольтамперометрического определения, образцы 

биологических жидкостей после пробоподготовки приливали к раствору ФБ (рН 

7,4) в объемных отношениях 1 к 4. Разведения проводили при барботировании 
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азотом в темноте. Далее аликвоту полученного раствора анализировали методом 

катодной вольтамперометрии в режиме производной первой порядка в ФБ растворе 

с рН 7,4, содержащем 0,1 ммоль/дм3 ЭДТА, при скорости сканирования потенциала 

80 мВ/с, потенциале накопления –0,6 В и времени накопления 30 с.  

Определение нитрозотиолов, как субстратов оксида азота, в крови 

осуществлялось методом стандартной добавки. Время анализа одного образца, как 

и в случае с нитритами, составляло менее 20 минут. Сигнал восстановления 

нитрозотиолов в биологическом объекте фиксировали при потенциале –0,57 В. 

Добавление аликвоты стандартного раствора SNAP в ячейку приводило к 

увеличению интенсивности пика восстановления при том же потенциале. 

Подобные вольтамперометрические отклики наблюдались во многих 

экспериментах со свежей кровью. Результаты, полученные при анализе объектов 

представлены в таблице 6.  

Таблица 6 – Определение нитрозотиолов в биологических объектах методом 

вольтамперометрии и флуориметрии n = 6, p = 0,95, tтабл = 2,57 

Номер пробы Концентрация нитрозотиолов, мкмоль/дм3 tэкс 
Вольтамперометрия флуориметрия 

1 6,21 ± 0,49 5,61 ±0,70 2,16 
2 5,14 ± 0,62 5,74 ± 0,93 1,88 
3 8,19 ± 0,89 7,89 ± 0,66 1,07 
4 16,7 ± 1,8 15,9 ± 1,7 2,1 

Стоит отметить, что обнаруженные концентрации нитрозотиолов в крови 

согласуются с зарегистрированными концентрациями RSNO в плазме крови 

человека [158]. Как уже было продемонстрировано выше, данный метод можно 

применить для оценки относительных уровней RSNO в физиологических 

жидкостях, в частности в крови. 

Этот метод измерения может использоваться, например, для 

прогнозирования эффективности применения препаратов, основанных на реакции 

S-нитрозилирования. Данные препараты применяются в клинических испытаниях, 

связанных с модулированием эффектов NO при различных заболеваниях. 
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5.8 Метрологические характеристики вольтамперометрической 

методики определения нитрит-ионов на ГМЭ 

Благодаря ряду преимуществ, такие как высокая чувствительность, простота 

исполнения, экспрессность и возможность минитюаризации, электрохимические 

методы анализа имеют широкое применение среди других аналитических 

подходов.  

Полученный пик электроокисления нитрит-ионов в модельных растворах на 

ГМЭ может применяться в качестве аналитического сигнала для разработки 

методики количественного определения нитрит-ионов в надклеточных жидкостях 

макрофагов методом вольтамперометрии. 

Для разработки указанной методики в качестве аналитического сигнала был 

использован сигнал электроокисления нитрит-ионов при Е = +0,89 В.  

Зависимость интенсивности тока от концентрации сохраняла линейность в 

диапазоне от 1 до 9 мкмоль/дм3 с соответствующим уравнением регрессии y = 

0,768c – 0,048 (R2 = 0,995).  

Указанный интервал соответствует концентрациям определения нитрит-

ионов в образцах надклеточных жидкостей макрофагов после пробоподготовки. 

Предел обнаружения (S/N = 3) составляет 0,38 мкмоль/дм3. 

Для оценки адекватности описания процесса уравнением регрессии 

необходимо построить таблицу зависимостей тока окисления нитрита от его 

концентрации (таблица 7): 

Таблица 7 – Зависимость высоты тока электроокисления нитритов от его 

концентрации в растворе 

№ С, мкмоль/дм3 I1i,мкА I 2i, мкА I 3i, мкА Iср, мкА Σ(Ii – Iср)2 

1 1 0,64 0,99 1,17 0,93 0,15 
2 2 0,93 1,35 2,03 1,45 0,62 
3 3 1,74 2,40 2,47 2,20 0,32 
4 4 2,80 3,12 2,99 2,97 0,05 
5 5 3,68 3,41 4,14 3,74 0,27 
6 6 3,86 4,47 5,16 4,50 0,85 
7 7 4,37 5,81 5,35 5,18 1,08 
8 8 5,60 6,10 6,46 6,07 0,37 
9 9 6,28 7,05 8,14 7,13 1,75 

      5,46 
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Расчитываем дисперсию воспроизводимости по формуле: 

Sвос  
2

=
Σ(Ii – Iср)

2

N(n-1)
= 

5,46

9(3-1)
=0,30       (18) 

Где N – число экспериментальных точек  

n – число параллельных определений 

Далее оцениваем адекватность модели (таблица 8), основываясь на данных, 

представленных в таблице 7, где I* – значения токов, вычисленные по уравнению 

регрессии y = 0,768c – 0,048. 

Таблица 8 – Зависимость высоты тока электроокисления нитритов от его 

концентрации в растворе по уравнению регрессии 

№ С, мкмоль/дм3 Iср, мкА I*, мкА (I* – Iср), 

мкА 
(I* – Iср)2, 

мкА 
1 1 0,93 0,72 -0,21 0,044 

2 2 1,45 1,49 0,038 0,001 
3 3 2,20 2,26 0,056 0,003 
4 4 2,97 3,02 0,054 0,003 
5 5 3,74 3,79 0,052 0,003 
6 6 4,50 4,56 0,060 0,004 
7 7 5,18 5,33 0,150 0,022 
8 8 6,07 6,10 0,026 0,0007 
9 9 7,13 6,86 -0,27 0,071 
  0,151 

После этого проводится оценка дисперсии адекватности по формуле: 

Sад  
2

=
n·Σ(I*-Iср)

2

N –k
=

3·0,151

9-1
=0,057         (19) 

Где n – число параллельных опытов  

N – число экспериментальных точек  

k – число независимых переменных 

Далее находим экспериментальное значение критерия Фишера: 

F = Sад
2

Sвос
2 =

0,057

0,30
 = 0,19        (20) 

Находим табличное значение критерия Фишера для числа степеней свободы 

(1-Р) = (1 – 0,95) = 0,05 и числа степеней свобод: 
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    f1 = n- k = 9 – 1 =8        (21) 

    f2 = n(N-1) = 9(3-1) = 18        (22) 

F0,05,f1,f2 = 2,51         (23) 

Таким образом, поскольку расчетное значение критерия Фишера меньше 

табличного: 

    0,19 < 2,51          (24) 

полученная модель описывает процесс адекватно. 

Правильность предложенной методики количественного определения 

нитритов в модельных растворах проверялась с использованием метода «введено-

найдено» (таблица 9). 

Следовательно, оптимальные условия эксперимента, позволяют применять 

аналитический сигнал электроокисления нитритов в модельных растворах для 

разработки методики количественного определения нитритов в биологических 

объектах. 

Таблица 9 – Результаты количественного определения  

нитрит-ионов в модельных средах (Р = 0,95, n = 3)  

Введено, 
С, мкмоль/дм3 

Найдено, 
С, мкмоль/дм3 ɛ, % 

1 1,18 18,0 
2 1,74 13,0 
3 3,33 11,0 
4 3,78 5,5 
5 4,76 4,8 
6 6,38 6,3 
7 7,89 12,7 
8 8,66 8,3 
9 9,87 9,7 

Согласно представленным в таблице 9 данным, можно сделать вывод об 

удовлетворительности получаемых результатов по предлагаемой методике. 

Кроме того, также была проведена оценка метрологических показателей 

методики, которая развернуто представлена в приложении А. В таблице 10 

отражены основные характеристики, из которых следует, что при определении 

нитрит-ионов показатель точности в диапазоне концентраций 1 – 9 мкмоль/дм3 не 
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превышает 40 %, показатель повторяемости 15 %, промежуточной прецизионности 

16 %. 

Таблица 10 – Метрологические характеристики методики определения нитрит 

ионов (р = 0,95, n = 2, l = 15) 

Концентрация, 
мкмоль/дм3 

Показатель 

повторяемости, 
σr*, % 

Показатель промежуточной 

прецизионности, σRл*, % 

Показатель 
точности 

(границы 

относительной 

погрешности 

при Р = 0,95), 

±Δ, % 
1,00 14,6 15,1 39,3 
2,00 6,19 6,41 13,2 
3,00 3,32 3,43 8,68 
4,00 2,37 2,45 6,56 
5,00 4,04 4,12 9,40 
6,00 1,51 1,56 1,60 
7,00 1,14 1,18 2,04 
8,00 2,70 2,79 4,69 
9,00 1,20 1,24 4,66 

5.9 Метрологические характеристики вольтамперометрической методики 

определения SNAP 

Для разработки методики определения SNAP на ГМЭ в качестве 

аналитического сигнала был выбран пик восстановления с максимумом при Е = –

0,57 В полученный методом катодной вольтамперометрии в режиме первой 

производной в ФБ растворе с рН 7,4 и 0,1 моль/дм3 ЭДТА, при потенциале 

накопления –0,6 В, времени накопления 30 с.   

Линейная зависимоть тока от потенциала была получена в диапазоне от 0,2 

до 2,5 мкмоль/дм3 с соответствующим уравнением регрессии y = 7,457c – 0,138 (R2 

= 0,995). Исследуемый диапазон соответствует концентрациям нитрозотиолов в 

биологических объектах. Рассчитанный предел обнаружения (S / N = 3) составлял 

0,067 мкмоль/дм3. Первым этапом при оценки метрологических характеристик 

разработанной методики была проведена оценка адекватности полученной модели 

(таблица 11): 
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Таблица 11 – Зависимость высоты тока восстановления SNAP от его концентрации 

в растворе 
№ С, мкмоль/дм3 I1i,мкА I 2i, мкА I 3i, мкА Iср, мкА Σ(Ii – Iср)2 

1 0,2 0,84 1,35 1,18 1,12 0,13 
2 0,3 1,99 2,33 2,26 2,19 0,06 
3 0,4 3,11 3,44 3,51 3,35 0,09 
4 0,7 4,55 4,25 5,37 4,72 0,67 
5 0,9 6,13 7,11 5,01 6,08 2,21 
6 1,0 8,26 8,40 7,79 8,15 0,20 
7 1,3 9,70 10,28 5,22 9,35 18,04 
8 1,9 12,89 14,68 13,09 13,55 1,92 
9 2,5 17,59 18,55 20,4 18,85 4,08 

      27,42 

Дисперсию воспроизводимости рассчитали по формуле 25.  

Sвос  
2

=
Σ(Ii – Iср)

2

N(n-1)
= 

27,42

9(3-1)
=1,52        (25) 

где, N – число экспериментальных точек; n – число параллельных определений. 

После этого оценили адекватность модели (таблица 12), основываясь на 

данные, представленные в таблице 11, где I* – значения токов, вычисленные по 

уравнению регрессии y = 7,457c – 0,138 

Таблица 12 – Зависимость высоты тока пика SNAP от его концентрации в растворе 

№ С, мкмоль/дм3 Iср, мкА I*, мкА (I* – Iср), 

мкА (I* – Iср)2, мкА 

1 0,2 1,12 1,35 0,23 0,05 
2 0,3 2,19 2,10 -0,09 0,01 
3 0,4 3,35 2,84 -0,51 0,26 
4 0,7 4,72 5,08 0,36 0,13 
5 0,9 6,08 6,57 0,49 0,24 
6 1,0 8,15 7,32 -0,83 0,69 
7 1,3 9,35 9,56 0,21 0,04 
8 1,9 13,55 14,03 0,48 0,23 
9 2,5 18,85 18,50 -0,35 0,12 
  1,78 

После этого проводится оценка дисперсии адекватности по формуле: 

Sад  
2

=
n·Σ(I*-Iср)

2

N –k
=

3·1,78

9-1
=0,67         (26) 
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где, n – число параллельных опытов; N – число экспериментальных точек; k 

– число независимых переменных. 

Далее находим экспериментальное значение критерия Фишера: 

F = Sад
2

Sвос
2 =

0,67

1,52
 = 0,19         (27) 

Находим табличное значение критерия Фишера для числа степеней свободы 

(1-Р) = (1 – 0,95) = 0,05 и числа степеней свобод: 

f1 = n- k = 9 – 1 =8         (28) 

f2 = n(N-1) = 9(3-1) = 18         (29) 

F0,05,f1,f2 = 2,51          (30) 

Таким образом, поскольку расчетное значение критерия Фишера меньше 

табличного: 

0,44 < 2,51           (31) 

полученная модель описывает процесс адекватно. 

Правильность предложенной методики количественного определения SNAP 

в модельных растворах проверялась с использованием метода «введено-найдено» 

(таблица 13). 

Следовательно, оптимальные условия эксперимента, позволяют применять 

аналитический сигнал восстановления SNAP в модельных растворах для 

разработки методики количественного определения в биологических объектах.  

Таблица 13 – Результаты количественного определения  

SNAP в модельных средах (Р = 0,95, n = 3) 

Введено, 
С, мкмоль/дм3 

Найдено, 
С, мкмоль/дм3 

ɛ, % 

0,2 0,14 30,0 
0,3 0,35 16,7 
0,4 0,46 15,0 
0,7 0,59 15,7 
0,9 1,02 13,3 
1,0 1,17 17,0 
1,3 1,42 9,2 
1,9 1,76 7,4 
2,5 2,33 6,8 
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Согласно представленным в таблице 13 данным, можно сделать вывод об 

удовлетворительности получаемых результатов по предлагаемой методике. 

Метрологические показатели методики вольтамперометрического 

определения нитрозотиолов на примере SNAP расчитаны по алгоритму, 

представленному в приложении А. Обобщенные результаты метрологических 

характеристик для диапазона концентраций представлены в таблице 14. 

Таблица 14 – Метрологические характеристики методики определения 

нитрозотиолов (р = 0,95, n = 2, l = 15) 
Концентрация, 

мкмоль/дм3 
Показатель 

повторяемости, 
σr*, % 

Показатель 

промежуточной 

прецизионности, 

σRл*, % 

Показатель 

точности (границы 

относительной 

погрешности при Р 

= 0,95), ±Δ, % 
0,2 10,9 11,3 31,4 
0,4 15,1 15,6 37,4 
0,7 10,6 11 29,5 
0,9 7,44 7,7 24,3 
1,9 5,79 5,99 18,4 
2,5 5,95 6,16 20,1 

По полученным данным показатель точности диапазоне концентраций от 0,2 

до 2,5 мкмоль/дм3 не превышает 38 %, показатель повторяемости 15 %, 

промежуточной прецизионности 16 %. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
1. Исследован процесс модификации поверхности графитового электрода 

углеродными чернилами различных производителей. Показано, что после 

модификации происходит увеличение электроактивной поверхности электрода. 

Модификатор, дающий равномерную пленку с более разветвленной поверхностью 

получен из микрокристаллического графита производства Sigma-Aldrich. 

2. Исследованы физико-химические закономерности электроокисления 

нитрит-ионов и подобраны условия вольтамперометрического определения на 

ГМЭ. Показано, что процесс носит необратимый характер в универсальном 

буферном растворе БР с рН 4,02 при Eнак = 0,4 В, tнак = 4 с, v = 100 мВ/с. 

3. Разработана методика определения нитрит-ионов на ГМЭ. Проведена 

оценка основных метрологических характеристик разработанной методики. 

4. Изучено мешающее влияние компонентов биологической матрицы на 

аналитический сигнал нитрит-ионов. Показано, что 50-кратный избыток 10 % 

телячьей сыворотки и 100-кратный избыток остальных компонентов 

биологической жидкости не оказывает существенного влияния на сигнал 

электроокисления нитрит-ионов. 

5. Проведено сравнительное определение нитрит-ионов в надклеточных 

жидкостях М1 и М2 поляризованных макрофагов вольтамперометрическим 

спектрофотометрическим методами. Показано, что уровень нитрит-ионов в 

надклеточных жидкостях макрофагов, полученных из моноцитов периферической 

крови человека, может служить маркером для определения преимущественного 

фенотипа макрофагов (М1 или М2) в организме человека. 

6. Изучены физико-химические закономерности, а также вероятный 

механизм восстановления S-нитрозотиолов на ГМЭ на примере SNAP. Показано, 

что процесс носит необратимый характер при участии двух электронов в 

фосфатном буферном растворе с рН 7,4 при Eнак = –0,6 В, tнак = 30 с, v = 80 мВ/с.. 

Лимитирующая стадия процесса характеризуется переносом первого электрона. 

7. Разработана методика вольтамперометрического определения SNAP на 

ГМЭ и оценены основные метрологические характеристики методики.  
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8. Проведена оценка эндогенного нитрозотиола в крови. Найденные 

концентрации нитрозотиолов в крови согласуются с зарегистрированными 

концентрациями, указанными в литературных источниках. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ  

NO – оксид азота 

iNOS – индуцибельная NO-синтаза 

ЦНС – центральная нервная система 

АТФ – аденозинтрифосфат 

УНТ – углеродные нанотрубки  

КТ – квантовые точки 

ЭПР-спектроскопия – спектроскопия электронного парамагнитного резонанса 

ДИВ – дифференциально-импульсная вольтамперометрия 

ХК – хронокулонометрия 

ХСЭ – хлоридсеребряный электрод 

СУЭ – стеклоуглеродный электрод 

вОГ – восстановленный оксид графена 

НЧ – наночастицы 

ЦВА – циклическая вольтамперограмма 

КВВ – квадратноволновая вольтамперометрия 

RSNO – нитрозотиолы 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

МС – масс-спектрометрия 

ЖХ – жидкостная хроматография 

ГХ – газовая хроматография 

SNAP – S-Нитрозо-N-ацетилпеницилламин 

М-КСФ – Макрофагальный колониестимулирующий фактор 

ЭДТА –  этилендиамминтетрауксусная кислота 

MMTС – S-метилметантиосульфонат 

ДАР-4M – диаминородамин-4М 

ГМЭ – графитовый модифицированный электрод 

ФБ – фосфатный буферный раствор 

МУНТ – многостенные углеродные нанотрубки 

EtNO2 – этилнитрит 
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ЛПС – липополисахарид 

ИЛ-4 – интерлейкин 

СКО – среднеквадратичное отклонение 

СЭМ – сканирующая электронная микроскопия 

ГЭ – графитовый электрод 
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Приложение А  

Оценка повторяемости и воспроизводимости методики анализа 

Оценка показателя повторяемости методики анализа 

Проводят следующие расчеты для определения показателя повторяемости. Для каждой 

серии рассчитывается среднее арифметическое результатов единичного анализа: 

Xl= 
∑ X1,N

N
,          (32) 

где N – число параллельных определений. 

Затем рассчитывается выборочная дисперсия для каждой строки (серии): 

Sl
2
= 

∑ (Xl,n- Xl)
2

N-1
         (33) 

По критерию Кохрена проверяют, можно ли пренебречь разбросом между сериями. Для 

всех дисперсий выбирается наибольшее значение 𝑆𝑚𝑎𝑥
2 , находят сумму всех дисперсий ∑ 𝑆𝑙

2.  

Находят расчетные значения критерия Кохрена: 

Gрасч= 
Smax

2

∑ Sl
2          (34) 

Сравнивают расчетное значение с табличным значением критерия Кохрена для числа 

степеней свободы ν=N-1 и f=l (l - количество дисперсий, участвующих в расчетах) для P=0,95. 

Если 𝐺расч >  𝐺табл, то соответствующее значение 𝑆𝑚𝑎𝑥
2  исключают из дальнейших расчетов и 

процедуру повторяют до следующего по значению 𝑆𝑚𝑎𝑥
2  и т.д. до тех пор, пока 𝐺расч  не станет 

меньше или равно 𝐺табл. Неисключенные из расчетов 𝑆𝑙
2 считают однородными и по ним 

оценивают СКО, по которым можно установить одно значение показателя повторяемости для 

результатов, полученных по методике  в конкретной лаборатории: 

Sr= √
∑ Sl

2

L
' ,           (35) 

 где L' - количество серий, которое осталось после проверки серий на однородность. Это 

значение СКО повторяемости σ*r = Sr есть первая, полученная в лаборатории характеристика. 

Оценка показателя внутрилабораторной прецизионности 

Проводят расчет для оценивания второй характеристики, то есть для показателя 

внутрилабораторной прецизионности. Для этого рассчитывают общее среднее арифметическое 

значение по сериям: 

X=
∑ Xl

L
'            (36) 

Рассчитывают СКО в условиях промежуточной прецизионности: 

SRл = √
∑ (Xl,n- Xl)

2

L'-1
         (37) 
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σ*R=SRл есть значение показателя промежуточной прецизионности результатов, 

полученных в условиях внутрилабораторной прецизионности. 

Оценка систематической погрешности 

Проводят оценивание систематической погрешности лаборатории при реализации 

методики. Для этого рассчитывают Ɵ – разность общего среднего значения в лаборатории и 

аттестованного значения образца (аттестованный раствор). 

Ɵ=X-C            (38) 

Далее проверяют его значимость по критерию Стьюдента. Для этого рассчитывают t расч.  

и сравнивают t табл. 

tрасч= 
|Ɵ|

√SRл
2

L'
+

Λ0
2

3

           (39) 

SRл
2

L'
 – дисперсия общего среднего результата 

Λ0 – погрешность аттестованного значения раствора 

Полученное значение tрасч сравнивают с tтабл при числе степеней свободы f=L'-1 для 

доверительной вероятности Р=0,95. 

Если tрасч.<tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ не значима на фоне случайного 

разброса, и в этом случае ее принимают равной нулю и оценку систематической погрешности 

проводят по формуле: 

∆в,с
*

=∆н,с
*

=|∆с
*|=1,96·√SRл

2

L'
+

Λ0
2

3
=1,96·σс

*      (40) 

Где 𝜎с
∗ – среднеквадратичное отклонение не исключенной систематической погрешности 

лаборатории. 

Если tрасч.>tтабл., то оценка систематической погрешности значима на фоне случайного 

разброса и ее надо учитывать при дальнейших расчетах: 

∆с(в,н)
*

=Ɵ±1,96·√SRл
2

L'
+

Λ0
2

3
=Ɵ±1,96·σс

*    (41) 

Рассчитав верхнюю и нижнюю границы систематической погрешности, выбирают 

максимальное по модулю значение  |∆max
* |= |∆c,н

*
, ∆c,в

* |=∆с
*  и тогда можно записать: 

±∆с
*
= Ɵ+1,96·σс

*      (42) 

Оценка характеристики погрешности 

Вычисляют последнюю величину, которая характеризует погрешность. Рассчитывают 

границы, в которых погрешность любого из совокупности результатов измерений, полученных 

при реализации методики, находится с принятой Р=0,95. Дисперсия погрешности формируется 

за счет дисперсий случайной и систематической погрешности. 
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Характеристику погрешности рассчитывают по формуле 

∆в
*
=∆н

*
=|∆*|=Ɵ+1,96·√(σ

Rл

*
)
2
+(σ

с

*
)
2
    (43) 

Оценка метрологических показателей вольтамперометрической методики развернуто 

показана на примере определения нитрит-ионов. Для расчета была выбрана прямолинейная 

область градуировочного графика (рисунок 23).  

 
Рисунок 23 – Градуировочный график зависимости высоты аналитического сигнала нитрит-

ионов от его концентрации в буферном растворе БР (рН 4,02) на ГМЭ 

Расчет метрологических показателей для концентрации нитрит-ионов в 

электрохимической ячейке в диапазоне от 1,00·до 9,00 мкмоль/дм3. 

A.1 Концентрация нитрит-ионов 1,00·мкмоль/дм3 

Таблица 15 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 1,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

1,00 0,048 

1 1,11 1,17 1,14 

1,06 

2 1,16 0,920 1,04 
3 1,07 0,950 1,01 
4 1,23 0,910 1,07 
5 1,29 1,28 1,29 
6 1,07 0,960 1,02 
7 1,31 0,905 1,11 
8 1,23 0,982 1,11 
9 1,34 0,960 1,15 
10 1,02 0,940 0,980 
11 1,12 0,910 1,02 
12 0,930 1,12 1,03 
13 1,17 0,930 1,05 

0 2 4 6 8 10
0

2

4
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d
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14 0,980 0,860 0,920 
15 1,02 1,07 1,05 

Таблица 16 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,002 

0,082 0,227 0,471 0,155 

0,029 
0,007 
0,051 

0,00005 
0,006 
0,082 
0,031 
0,072 
0,003 
0,022 
0,018 
0,029 
0,007 
0,001 

Таблица 17 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 1,06 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,161 

Таблица 18 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,064 1,29 2,09 

Т.к. tрасч.<tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*.  

±Δ*с = 0,097 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,393 

Таблица 19 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 

σr*, 
% 

σRл*, 
мкмоль/дм3 σRл*, % ±Δ*с, 

мкмоль/дм3 
±Δ*с, 

% 
±Δ*, 

мкмоль/дм3 ±Δ*, % 

0,155 14,6 0,161 15,1 0,098 9,75 0,393 39,3 
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А.2 Концентрация нитрит-ионов 2,00·мкмоль/дм3 

Таблица 20 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 2,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

2,00 0,054 

1 1,99 2,33 2,16 

2,00 

2 1,87 2,12 2,00 
3 1,79 1,89 1,84 
4 2,06 1,91 1,99 
5 1,96 1,94 1,95 
6 2,01 2,07 2,04 
7 2,03 1,93 1,98 
8 2,15 1,89 2,02 
9 2,21 1,98 2,10 
10 1,83 2,09 1,96 
11 1,91 2,01 1,96 
12 1,92 1,99 1,96 
13 2,01 1,87 1,94 
14 1,89 1,93 1,91 
15 2,22 2,12 2,17 

Таблица 21 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,059 

0,058 0,252 0,471 0,124 

0,031 
0,005 
0,011 

0,0002 
0,002 
0,005 
0,034 
0,027 
0,034 
0,005 
0,003 
0,010 
0,001 
0,005 

Таблица 22 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 2,00 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,128 
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Таблица 23 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,003 0,059 2,093 

Т.к. tрасч.<tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*.  

±Δ*с = 0,089 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,263 

Таблица 25 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 

σr*, 
% 

σRл*, 
мкмоль /дм3 

σRл*, 
% 

±Δ*с, 

мкмоль 
/дм3 

±Δ*с, 

% 

±Δ*, 

мкмоль 

/дм3 
±Δ*, % 

0,124 6,19 0,128 6,41 0,089 4,44 0,264 13,2 

А.3 Концентрация нитрит-ионов 3,00·мкмоль/дм3 

Таблица 26 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 3,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

3,00 0,063 

1 3,09 2,94 3,02 

3,04 

2 3,03 2,96 3,00 
3 2,91 2,86 2,89 
4 2,87 2,99 2,93 
5 3,06 3,13 3,10 
6 3,13 3,08 3,11 
7 3,08 2,95 3,02 
8 3,11 3,06 3,09 
9 2,95 3,04 3,00 
10 2,92 3,17 3,05 
11 2,89 3,2 3,05 
12 3,01 3,07 3,04 
13 3,16 3,14 3,15 
14 3,11 3,01 3,06 
15 3,22 2,99 3,11 
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Таблица 27 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,011 

0,048 0,315 0,471 0,101 

0,003 
0,001 
0,007 
0,003 
0,001 
0,009 
0,001 
0,004 
0,031 
0,048 
0,002 

0,0002 
0,005 
0,027 

Таблица 28 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 3,04 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,104 

Таблица 29 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,038 0,837 2,09 

Т.к. tрасч.< tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*.  

±Δ*с = 0,088 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,260 

Таблица 30 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 σr*, % σRл*, 

мкмоль/дм3 
σRл*, 

% 
±Δ*с, 

мкмоль/дм3 
±Δ*с, 

% 
±Δ*, 

мкмоль/дм3 
±Δ*, 

% 
0,101 3,32 0,104 3,43 0,089 2,94 0,260 8,68 
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А.4 Концентрация нитрит-ионов 4,00·мкмоль/дм3 

Таблица 31 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 4,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

4,00 0,073 

1 3,94 4,02 3,98 

4,05 

2 3,91 4,06 3,99 
3 4,06 3,98 4,02 
4 4,08 3,95 4,02 
5 4,10 4,27 4,19 
6 4,01 4,16 4,09 
7 3,90 4,19 4,05 
8 3,91 4,08 4,00 
9 4,2 4,16 4,18 
10 4,16 4,01 4,09 
11 4,13 4,08 4,11 
12 4,08 3,91 4,00 
13 3,96 3,97 3,97 
14 3,99 4,05 4,02 
15 4,01 4,02 4,02 

Таблица 32 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,003 

0,042 0,305 0,471 0,096 

0,011 
0,003 
0,009 
0,015 
0,011 
0,042 
0,015 

0,0008 
0,011 
0,001 
0,015 

0,00005 
0,009 

0,00005 

Таблица 33 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 4,05 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,099 
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Таблица 34 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,045 0,912 2,09 

Т.к. tрасч. < tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*. 

±Δ*с = 0,097 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,262 

Таблица 35 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 

σr*, 
% 

σRл*, 
мкмоль 

/дм3 
σRл*, % ±Δ*с, 

мкмоль /дм3 
±Δ*с, 

% 

±Δ*, 

мкмоль 

/дм3 
±Δ*, % 

0,096 2,37 0,099 2,45 0,097 2,42 0,262 6,56 

А.5 Концентрация нитрит-ионов 5,00·мкмоль/дм3 

Таблица 36 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 5,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

5,00 0,085 

1 4,91 5,23 5,07 

5,03 

2 4,89 5,18 5,04 
3 4,92 5,00 4,96 
4 4,87 5,21 5,04 
5 4,92 5,04 4,98 
6 4,99 4,93 4,96 
7 4,79 5,31 5,05 
8 5,02 5,28 5,15 
9 4,90 5,26 5,08 
10 4,81 5,13 4,97 
11 4,83 5,14 4,99 
12 4,95 5,30 5,13 
13 4,85 5,18 5,02 
14 4,92 5,01 4,97 
15 5,08 5,16 5,12 
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Таблица 37 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,051 

0,065 0,105 0,471 0,203 

0,042 
0,003 
0,058 
0,007 
0,002 
0,135 
0,034 
0,065 
0,051 
0,048 
0,061 
0,055 
0,004 
0,003 

Таблица 38 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 5,03 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,210 

Таблица 39 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,034 0,461 2,09 

Т.к. tрасч.<tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*. 

±Δ*с = 0,143 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,470 

Таблица 40 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 σr*, % σRл*, 

мкмоль/дм3 
σRл*, 

% 
±Δ*с, 

мкмоль/дм3 
±Δ*с, 

% 
±Δ*, 

мкмоль/дм3 
±Δ*, 

% 
0,203 4,04 0,210 4,12 0,143 2,87 0,470 9,40 
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А.6 Концентрация нитрит-ионов 6,00·мкмоль/дм3 

Таблица 41 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 6,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

6,00 0,097 

1 5,89 5,71 5,80 

5,88 

2 6,00 5,94 5,97 
3 5,84 5,93 5,89 
4 5,92 5,79 5,86 
5 5,96 5,81 5,89 
6 5,81 5,86 5,84 
7 5,76 5,91 5,84 
8 5,92 5,97 5,95 
9 5,93 5,69 5,81 
10 5,99 5,92 5,96 
11 5,84 5,96 5,90 
12 5,97 5,88 5,93 
13 5,86 5,79 5,83 
14 5,83 5,99 5,91 
15 5,91 5,81 5,86 

Таблица 42 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,016 

0,016 0,137 0,471 0,089 

0,002 
0,004 
0,009 
0,011 
0,001 
0,011 
0,001 
0,029 
0,005 
0,007 
0,004 
0,003 
0,013 
0,005 

Таблица 43 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 5,88 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,092 
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Таблица 44 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,120 1,98 2,09 

Т.к. tрасч.<tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*. 

±Δ*с = 0,119 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,096 

Таблица 45 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 σr*, % σRл*, 

мкмоль/дм3 
σRл*, 

% 
±Δ*с, 

мкмоль/дм3 
±Δ*с, 

% 
±Δ*, 

мкмоль/дм3 
±Δ*, 

% 
0,089 1,51 0,092 1,56 0,119 1,99 0,096 1,60 

А.7 Концентрация нитрит-ионов 7,00·мкмоль/дм3 

Таблица 46 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 7,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

7,00 0,110 

1 6,91 6,97 6,94 

6,94 

2 6,86 7,06 6,96 
3 6,94 6,95 6,95 
4 6,99 6,91 6,95 
5 6,89 7,07 6,98 
6 6,85 7,01 6,93 
7 6,95 7,06 7,01 
8 6,87 6,92 6,90 
9 6,81 6,90 6,86 
10 6,89 6,97 6,93 
11 6,98 6,83 6,91 
12 6,93 6,87 6,90 
13 6,94 6,96 6,95 
14 6,97 6,88 6,93 
15 7,02 6,89 6,96 
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Таблица 47 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,002 

0,02 0,212 0,471 0,079 

0,020 
0,00005 

0,003 
0,016 
0,013 
0,006 
0,001 
0,004 
0,003 
0,011 
0,002 

0,0002 
0,004 
0,009 

Таблица 48 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 6,94 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,082 

Таблица 49 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,065 0,972 2,09 

Т.к. tрасч.<tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*. 

±Δ*с = 0,131 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,143 

Таблица 50 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 σr*, % σRл*, 

мкмоль/дм3 
σRл*, 

% 
±Δ*с, 

мкмоль/дм3 
±Δ*с, 

% 
±Δ*, 

мкмоль/дм3 
±Δ*, 

% 
0,079 1,14 0,08 1,18 0,131 1,87 0,143 2,04 
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А.8 Концентрация нитрит-ионов 8,00·мкмоль/дм3 

Таблица 51 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 8,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

8,00 0,123 

1 7,81 7,78 7,80 

7,91 

2 7,99 7,76 7,88 
3 8,06 7,84 7,95 
4 8,06 7,69 7,88 
5 8,12 7,91 8,02 
6 8,09 7,75 7,92 
7 8,16 7,77 7,96 
8 7,96 7,71 7,84 
9 7,90 7,69 7,80 
10 8,04 7,74 7,89 
11 8,11 7,91 8,01 
12 8,13 7,63 7,88 
13 8,01 7,82 7,92 
14 8,18 7,64 7,91 
15 7,95 7,99 7,97 

Таблица 52 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,0005 

0,146 0,213 0,471 0,213 

0,027 
0,024 
0,069 
0,022 
0,058 
0,076 
0,031 
0,022 
0,045 
0,020 
0,125 
0,018 
0,146 

0,0008 
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Таблица 53 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 7,91 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,221 

Таблица 54 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,093 1,02 2,09 

Т.к. tрасч. <tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*. 

±Δ*с = 0,179 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,375 

Таблица 55 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*, 
мкмоль/дм3 σr*, % σRл*, 

мкмоль/дм3 
σRл*, 

% 
±Δ*с, 

мкмоль/дм3 
±Δ*с, 

% 
±Δ*, 

мкмоль/дм3 
±Δ*, 

% 
0,214 2,70 0,221 2,79 0,179 2,23 0,375 4,69 

А.9 Концентрация нитрит-ионов 9,00·мкмоль/дм3 

Таблица 56 – Анализ стандартного раствора с содержанием нитрит-ионов в электрохимической 

ячейке 9,00·мкмоль/дм3 

Сстанд раствора 

NO2
–, 

мкмоль/дм3 

Погрешность 

станд. 

раствора Δm, 
мкмоль/дм3 

Номер 

серии, 

L=15 

Результаты 

параллельного 

определения 

Сср С̅ср 

C1 C2 

9,00 0,136 

1 9,16 9,24 9,2 

9,14 

2 9,20 9,12 9,16 
3 9,16 9,31 9,24 
4 9,28 9,18 9,23 
5 9,31 9,02 9,17 
6 9,07 9,07 9,07 
7 9,15 9,10 9,13 
8 9,14 9,22 9,18 
9 9,05 9,16 9,11 
10 9,19 9,04 9,12 
11 9,18 9,09 9,14 
12 8,95 9,17 9,06 
13 9,26 8,91 9,09 
14 9,15 9,07 9,11 
15 9,18 9,16 9,17 
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Таблица 57 – Расчет показателя повторяемости  

∑S2 S2
max Gрасч Gтабл СКО повторяемости 

σr*=Sr 
0,003 

0,061 0,342 0,471 0,109 

0,003 
0,011 
0,005 
0,04 

0 
0,001 
0,003 
0,006 
0,011 
0,004 
0,024 
0,061 
0,003 

0,0002 

Таблица 58 – Расчет показателя воспроизводимости методики  

С̅ср 9,14 
СКО воспроизводимости, σRл*=SRл 0,113 

Таблица 59 – Оценка систематической погрешности по критерию Стьюдента 

Ɵ* tрасч. tтабл. 

0,143 1,70 2,09 

Т.к. tрасч.<tтабл., значит систематическая погрешность Ɵ* не значима, ее учитывают по 

уравнению ∆(в,с)*=∆(н,с)*=|∆с*|=1,96·σс*. 

±Δ*с = 0,165 

Рассчитываем характеристику погрешности как сумму дисперсий случайной и 

систематической погрешностей: 

Δв* = Δн* = Δ* = 0,419 

Таблица 60 – Обобщенные результаты, полученные в лаборатории по 30 результатам анализа: 

σr*,  
мкмоль/дм3 

σr*, 
% 

σRл*,  
мкмоль/дм3 

σRл*, 
% 

±Δ*с,  
мкмоль/дм3 

±Δ*с, 

% 
±Δ*, 

мкмоль/дм3 
±Δ*, 

% 
0,109 1,20 0,113 1,24 0,165 1,83 0,419 4,66 
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А.10 Метрологические характеристики методики определения нитрит-ионов, 

полученные в лаборатории 

Обобщенные результаты для всего диапазона концентраций, представлены в таблице 61. 

Таблица 61 – Метрологические характеристики для концентраций нитрит-ионов от 1 до 9 

мкмоль/дм3 в % 

С, 

мкмоль/дм3 σr*, % σRл*, % ±Δ*с, % ±Δ*, % 

1,00 14,6 15,1 9,75 39,3 
2,00 6,19 6,41 4,44 13,2 
3,00 3,32 3,43 2,94 8,68 
4,00 2,37 2,45 2,41 6,56 
5,00 4,04 4,12 2,87 9,40 
6,00 1,51 1,56 1,99 1,60 
7,00 1,14 1,18 1,87 2,04 
8,00 2,70 2,79 2,23 4,69 
9,00 1,20 1,24 1,83 4,66 

Из обобщенных данных, представленных в таблице 62, можно сделать вывод, что при 

определении нитрит-ионов в надклеточной жидкости макрофагов показатель точности не 

превышает 40 %, показатель повторяемости 14,6 %, воспроизводимости 15,1 %. 

Таблица 62 – Метрологические характеристики для концентраций нитрит-ионов от 1 до 9 

мкмоль/дм3 (численные значения). 

С, 

мкмоль/дм3 
σr*, 

мкмоль/дм3  
σRл*, 

мкмоль/дм3  
±Δ*с, 

мкмоль/дм3  
±Δ*, 

мкмоль/дм3  
1,00 0,155 0,161 0,098 0,393 
2,00 0,124 0,128 0,089 0,264 
3,00 0,101 0,104 0,089 0,260 
4,00 0,096 0,099 0,097 0,262 
5,00 0,203 0,210 0,143 0,470 
6,00 0,089 0,092 0,113 0,096 
7,00 0,079 0,08 0,131 0,143 
8,00 0,214 0,221 0,179 0,375 
9,00 0,109 0,113 0,165 0,419 

А.11 Метрологические характеристики методики определения SNAP 

По приведенному алгоритму оценены метрологические показатели методики определения 

нитрозотиолов на примере SNAP. Обобщенные данные представлены в таблице 63.  
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Таблица 63 – Метрологические характеристики для нитрозотиолов в диапазоне 

концентраций от 0,2 до 2,5 мкмоль/дм3 (р = 0,95, n = 2, l = 15) 

С, 

мкмоль/дм3 σr*, % σRл*, % ±Δ*с, % ±Δ*, % 

0,2 10,9 11,3 15,7 31,4 
0,4 15,1 15,6 16,5 37,4 
0,7 10,6 11 16,7 29,5 
0,9 7,44 7,7 15,7 24,3 
1,9 5,79 5,99 14,8 18,4 
2,5 5,95 6,16 14,8 20,1 

Расчитанные и представленные выше показатели методики определения нитритов и 

нитрозотиолов в биологических объектах являются установленными характеристиками 

погрешности для совокупности результатов анализа, которые были получены по разработанной 

методике в отдельной лаборатории.  

После того как были установлены рабочие условия и найдены линейные диапазоны 

зависимостей интенсивности аналитического сигнала от концентрации в данной работе: 

1. Проверена гипотеза линейности градуировочной зависимости. 

2. Адекватность модели по критерию Фишера. 

3. Оценена правильность методик по «введено-найдено». 

4. Установлены показатели точности, повторяемости, внутрилабораторной 

прецизионности. 
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