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Катехоламины, такие как допамин, адреналин, норадреналин и их производные, участвуют в регуляции деятельности нервной и сердечнососудистой систем. Содержание катехоламинов и их метаболитов в организме здорового и больного человека различно, поэтому разработка простых, экономичных и экспрессных методов их определения на микро- и наномолярном уровне концентраций в биологических образцах (крови, моче, спинно-мозговой жидкости, тканях) важна и актуальна как для проведении фундаментальных исследований, так и клинической диагностики ряда заболеваний. Известные в настоящее время хроматографические и иммуноферментные/радиоиммунные методики идентификации этого класса веществ характеризуются высокой стоимостью, недостаточной чувствительностью или сложностью проведения анализа.

Исследования, проведенные ранее в лаборатории кинетических методов анализа МГУ [1], показали возможность получения интенсивно флуоресцирующих производных катехоламинов в результате их ферментативного окисления в присутствии ряда ароматических аминов. Цель настоящей работы ‒ установление оптимальных условий проведения изученных индикаторных реакций в ячейках полистирольного планшета в присутствии нативной и иммобилизованной пероксидазы хрена (ПХ) при использовании планшетного спектрофлуориметра.

В результате исследования обнаружено, что с применением нативной ПХ и 1,2-дифенилэтилендиамина (ДЭД) в качестве дериватизующего агента (оптимальные условия: с(ПХ) 1 мкМ, с(глицинового буфера) 0.5 М, с(ДЭД) 3 мМ, с(H2O2) 0.1 мМ, с(ДМСО) 30% об., pH 8.0, t°C 25) возможно определение 0.1 – 5.0, 0.025 – 0.5, 0.75 – 7.5 мкМ допамина, норадреналина, метил-L-ДОПА соответственно; в присутствии бензиламина (с(ПХ) 1 мкМ, с(CAPS) 0.1 М, с(БА) 33 мМ, с(H2O2) 0.1 мМ, pH 11.0, t°C 25) можно определить 0.005 – 0.01 и 0.75 – 7.5 мкМ адреналина и гомованилиновой кислоты соответственно, а также 0.025 – 5 мкМ ванилилминдальной кислоты по ее собственной флуоресценции без дериватизации. При иммобилизации ПХ в пленки полимера хитозана в ячейках планшета чувствительность определения указанных соединений остается на том же уровне. Время анализа не превышает 8 мин. По чувствительности предложенные нами методики превосходят известные флуоресцентные способы определения катехоламинов (без применения ВЭЖХ и КЭ) и могут быть использованы для определения изученных катехоламинов и их метаболитов в моче. Изучение влияния ряда компонентов мочи на аналитический сигнал показало, что 100-кратный избыток мочевины, а также 1000-кратные избытки мочевой и аскорбиновой кислот не влияют на определение допамина. Методика апробирована для определения допамина в моче здорового человека.
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