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Разработан метод определения NO 2 " /NO3~(NOx) в сыворотке крови с помощью
восстановления NO3~ гранулами кадмия до NO2~.Пробы сыворотки крови депротеинизировали
NaOH с сульфатом цинка и восстанавливали нитрат до нитрита гранулами кадмия. В модельных
опытах определены параметры полного восстановления NO3~ гранулами кадмия в NO2". Возврат
NO3 - , добавленного к пробам сыворотки крови, под влиянием кадмия составляет 96-105%.
Воспроизводимость результатов (CV) в исследованиях с идентичной сывороткой крови варьирует
в пределах 6,8%, ежедневная точность составляет 2,1%. Предел чувствительности метода - 0,9
мкмоль/л, а количественная чувствительность - 2,1 мкмоль/л. Калибровочный график для
нитрита/нитрата (NOx) линейный в диапазоне концентраций от 2,1 до 200 мкмоль/л в плазме крови.
Средняя концентрация NOx, определенная в сыворотке крови 39 здоровых доноров составяет
26,2 ± 1,1 мкмоль/л.

Ключевые слова: нитрит/нитрат, NOx, сыворотка крови, гранулы кадмия.

ВВЕДЕНИЕ. Оксид азота (NO) принимает участие в регуляции сосудистого
тонуса, нейроклеточной сигнализации, цитотоксичности, антимикробной защите
[1]. Оксид азота ингибирует агрегацию тромбоцитов [2]. Специфическую функцию
оксида азота в органах и тканях определяют изоформы синтазы оксида азота (NOS):
нейрональная (nNOS, NOS1), индуцибельная (iNOS, NOS2) и эндотелиальная
(ecNOS, NOS3) [1]. Высокий уровень генерации оксида азота индуцибельной
синтазой оксида азота вызывает токсический эффект, характеризующийся
повреждением клеточных структур, мутацией ДНК, развитием апоптоза [3]. В связи
с этим большой интерес вызывают методы определения оксида азота в
биологических жидкостях, в сыворотке крови в особенности.

К прямым методам определения оксида азота относится метод электронного
парамагнитного резонанса [4] и метод определения NO с помощью селективных
NO-анализаторов [5]. К числу непрямых методов относятся методы, основанные
на определении стабильных метаболитов оксида азота - нитрита и нитрата.
Большинство непрямых методов определения оксида азота включает
восстановление нитрата до нитрита, определение которого проводится с помощью
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реакции Грисса [6]. Для восстановления нитрата до нитрита чаще всего
используются кадмиевые колонки с медным покрытием [7] или нитратредуктаза
[8]. Определенное научно-практическое значение имеют методы определения
стабильных метаболитов с помощью высокоэффективной жидкостной
хроматографии [9] и капиллярного электрофореза [10]. В научных исследованиях
для определения метаболитов оксида азота нередко применяют метод
хемилюминесценции [11].

Сочетанное определение нитрита/нитрата (NOx) в сыворотке крови
здоровых людей, по данным различных авторов [12-46], характеризуется очень
большими количественными расхождениями (табл.). Таким образом,
количественное содержание нитрита/нитрата в сыворотке крови здоровых людей,
по данным многих авторов, независимо от методов исследования, в среднем
составляет 29,2±1,9 мкмоль/л (п = 35). При этом использование даже одного и того
же метода определения содержание NOX в сыворотке крови здоровых людей, по
данным разных авторов, дает существенные различия. Так, при определении
уровня NOX в сыворотке крови здоровых людей с помощью реактор-
восстановителя, стенки которого покрыты реагентным слоем, содержащим
кадмий, обработанный медью, по данным одних авторов [7], концентрация NOX

составляет 54 мкмоль/л, по другим [47] - 10 мкмоль/л. При применении
нитратредуктазы в качестве восстановителя NO3" до NO2 -также отмечены
значительные различия содержании NOx в сыворотке крови здоровых людей: 39
мкмоль/л [15] и 19 мкмоль/л [31]. Наиболее высокие концентрации NOX в
сыворотке крови здоровых людей получены при использовании хромато-масс
спектрометра - 72 мкмоль/л [40].

Целью данного исследования является разработка доступного сравнительно
простого надежного и чувствительного метода одновременного определения
нитрита/нитрата (NOJ в сыворотке крови с использованием гранул кадмия.

МЕТОДИКА. За основу разработки метода определения NOx в сыворотке
крови нами был взят принцип, согласно которому кадмий в присутствии цинка
восстанавливает нитрат до нитрита [48]. В процессе разработки метода
определенные сложности возникли в связи с этапом освобождения белка из
сыворотки крови. Предложенные рядом авторов [48, 49] способы освобождения
белка из сыворотки крови различными концентрациями сульфата цинка оказались

Таблица Содержание нитрита/нитрата (NOx) в сыворотке крови здоровых людей, по данным
различных авторов

№

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

Содержание
NOx, мкмоль/л

12
13
15
16
17
19
20
21
22
22
23
23
24
25
26
27
29
29

Авторы

Avontuur J. et al. [36]
Ranta V.etal.[33]
SteegeJ.C.etal.[34]
Jaekle R.K. et al. [ 46]
Wierusz B. et al.[32]
Albornoz L. et al.[31]
Strand O.A. etal.[23]
Lopez B.L. etal.[44]
Node K. et al.[43]
CicinelliE.etal.f27]
Lovell S.L et al [25]
NodeK.etal.f41]
Minamino T. et al.[39]
SanadaM. etal[18]
Gorenflo M et al. [17]
Minamino T, et al.[35]
Catalano M. et al.[38]
DesideriG. etal.[14]

№

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Содержание
NOx, мкмоль/л

29
31
31
31
31
34
34
34
36
36
37
37
39
41
41
46
46

Авторы

Szaleczky E.. et al.[26]
Tsukada T. et al.[37]
BrodszkiJ.etal.[13]
MaedaS..etal.[20]
ReimundJ.M. . et al.f 28]
HoeldtkeR.D. et al.[12]
Spack L. et al.[42 ]
Hori T. . et al.[21 ]
SchulzR..etal.[22]
LinS.H.etal.[45]
Choi I.C. etal.fl9]
Yu CM. et al. .[16]
WangZ.etal. .[15]
Cuzzolin L. et al.[24]
Kakoki M. et al. .[29 ]
ZunicG. etal..[30]
Tsikas D.. et al. .[40]
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неприемлемыми в связи с помутнением проб несмотря на 30-минутное
центрифугирование при 9000 g. Поэтому был использован ранее разработанный
нами способ освобождения белка из сыворотки крови, применяемый при
определении содержания нитрита в сыворотке крови [50]. С этой целью пробы
сыворотки крови замораживали и хранили при -30°С до измерения. Перед
определением концентрации NOx в образцах сыворотки крови последние
оттаивали и депротеинизировали добавлением 0,8 мл 0,5 М NaOH и 0,8 мл 10 %
раствора сульфата цинка к 0,4 мл сыворотки. Содержимое пробирки перемешивали
(30 сек) и центрифугировали 15 минут при 9000 g. После этого содержание белка
в пробах не превышало 20-50 мг/л. Надосадочную жидкость (1,5 мл) смешивали с
равным объемом реактива Грисса ( 1 % сульфаниламид, 0,1% нафтилендиамин,
2,5 % фосфорная кислота) и инкубировали 10 минут при комнатной температуре.
Измерение абсорбции раствора проводили на спектромоме при длине волны 546 нм
[51]. Концентрацию NOx в сыворотке крови определяли с помощью стандарта, в
качестве которого использовали нитрит натрия [50].

Восстановление нитрата до нитрита в освобожденных от белка пробах
проводили с помощью гранулированного кадмия (массовая доля гранулированного
кадмия > 99,96%). Предварительно гранулы кадмия промывали бидистил-
лированной водой, 0,1 М НС1 и снова - бидистиллированной водой до нейтральной
реакции среды. Параметры полноты восстановления гранулами кадмия,
добавленного в пробы, нитрата в нитрит определяли по концентрационной
зависимости нитрита, верифицированного с помощью реакции Грисса.

Исследование содержания NOX проведено у 39 доноров, которые по
клиническим, биохимическим и иммунологическим параметрам не имели
отклонений от нормы.

Результаты обработаны методом вариационной статистики с применением
критерия t Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ. В модельных опытах была изучена
полнота восстановления нитрата под влиянием гранул кадмия. К 0,4 мл
бидистиллированной воды (вместо сыворотки) добавляли 0,8 мл 0,5 М NaOH, 0,8
мл 10 % раствора сульфата цинка и различные концентрации нитрата (0; 10; 20; 30
и 40 мкмоль/л) Содержимое пробирки перемешивали (30 сек) и центрифугировали
15 минут при 9000 g. В надосадочную жидкость вносили гранулы кадмия. После
восстановления нитрата в нитрит к надосадочной жидкости (1,5 мл) добавляли
равный объем реактива Грисса и инкубировали 10 минут при комнатной
температуре. Измерение абсорбции раствора проводили на спектромоме при длине
волны 546 нм. Из рис.1 видно, что под влиянием гранул кадмия нитрат полностью
восстанавливается до нитрита, о чем свидетельствует очень тесная прямая
корреляционная взаимосвязь (г = 0,987; р < 0,001) между нитратом и нитритом.
Возврат добавленного нитрата составил 98-103%. Аналогичные результаты
получены в опытах, в которых вместо 0,4 мл воды в пробирки вносили 0,4 мл
сыворотки. В этом случае коэффициент корреляции между добавленными
концентрациями нитрата и определяемыми концентрациями нитрита составил
0,971 (р < 0,01). Возврат добавленного нитрата составил 96-105%.

Изучение воспроизводимости результатов проведено с идентичной
сывороткой. Результаты исследований показали, что коэффициент вариации (CV)
составил 6,8% (п = 13), при этом ежедневная точность соответствовала 2,1% (п = 12).
Предел чувствительности метода достигает 0,9 мкмоль/л, г количественная
чувствительность - 2,1 мкмоль/л NOx. Калибровочный график для NOx был
линейным в диапазоне концентраций от 2,1 до 200 мкмоль/л в плазме крови (рис. 2).

Оценка метода проведена путем определения концентрации нитрита/нитрата
(NOX) в сыворотке крови 39 здоровых доноров. Результаты исследований показали,
что средняя концентрация ± ошибка средней NOx в сыворотке крови доноров
составляет 26,2 ±1,1 мкмоль/л.
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Рисунок 1.
Восстановление нитрата гранулами кадмия до нитрита.

1,2

1 •

0,8-

0,6-

0,4-

0,2-

R
2
 = 0,9959

г = 0,9978

р < 0,001

50 100 150

мкмоль/л

200 250

Рисунок 2.
Калибровочный график для нитрита/нитрата (NOx). По оси ординат - оптическая плотность при

546 км. По оси абсцисс - концентрация нитрита.

В настоящее время широкое применение для восстановления нитрата до
нитрита получили выпускаемые различными фирмами реакторы, стенки которого
покрыты реагентным слоем, содержащим кадмий, обработанный медью [7, 47, 52,
53]. При этом определяемые с их помощью уровни нитрита/нитрата в сыворотке
крови добровольцев имеют значительные различия - от 54 [7] до 19 [53], 10 [47]
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мкмоль/л. Эти различия, по-видимому, связаны не столько с методическими
различиями, сколько с популяционными особенностями исследуемых
контингентов. Так, установлено, что у волонтеров с эндотелиальной синтазой
оксида азота 4аа концентрация нитрита/нитрата была 28 мкмоль/л, а у волонтеров
с эндотелиальной синтазой оксида азота 4 bb - 35 мкмоль/л [37]. С этими данными,
в известной мере, согласуются результаты исследований, согласно которым при
инфаркте миокарда выявлены группы больных с низким и высоким уровнем
продукции нитрита/нитрата [47].

Предложенный нами метод определения концентрации NOX в сыворотке
крови здоровых доноров характеризуется высокой воспроизводимостью,
количественной чувствительностью, линейностью большого диапазона
концентраций NO2 -для калибровочной кривой и новыми возможностями изучения
роли системы оксида азота в патогенезе заболеваний.
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METHOD OF THE MEASUREMENT OF NITRITE/NITRATE (NOX) IN SERUM

P.P. Golikov, N. Yu.Nikolayeva

Sklifosovsky Clinical and Research Institute for Emergency Medicine,
B. Sukharevskaya Square,3, 129010 Moscow, RUSSIA. Fax: +7(095) 921-02-02

Nitrite (NO2•") and nitrate (NO3"~) concentrations are usually measured as a marker of NO
metabolism. ТЪе aim of this study was to validate and standardize the method for the quantification of
these two metabolites (nitrite and nitrate) in serum. The samples (serum) were deproteinized with
NaOH, zinc sulfate and reduced with cadmium granules. Analytical recovery of NO3~ added to serum
samples after reduction with cadmium granules was 96-105% (Griess reaction). Calibration curves for
nitrate and nitrite were linear over the concentration range of 2.1 to 200 micromol/L in plasma. The
detection limit of the assay was 0.9 micromol/L and the quantitation limit was 2.1 micromol/1. Usual
values were determined from healthy subjects: the mean concentration of NO2~/NO3~ (NOx) was
26.2±1,1 micromol/1 (mean±SEM) (n = 39). Within-run precision was 6,8% and between-day preci-
sion was 2.1%.

Key words: nitrite/nitrate, NOx , serum, cadmium granules
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