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Ïðè ïðîâåäåíèè äèàãíîñòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ îáùåãî áåëêà

â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ çàâèñÿò îò àìèíîêèñëîòíîãî ñîñòàâà ïðèñóòñòâóþùèõ â íèõ

áåëêîâ. Â ðàáîòå îáñóæäåíû íåêîòîðûå àñïåêòû ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ

áåëêîâ â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, â ÷àñòíîñòè, îñîáåííîñòè ìåòîäèêè, îñíîâàííîé íà ðå-

àêöèè áåëêîâ ñ áðîìïèðîãàëëîëîâûì êðàñíûì (ÁÏÃÊ), âàæíåéøèì ïðåèìóùåñòâîì êîòî-

ðîãî ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ è îäèíàêîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êðàñèòåëÿ ê áåëêàì àëüáóìèíîâîé è

ãëîáóëèíîâîé ôðàêöèé. Ýòî ïîçâîëÿåò ìèíèìèçèðîâàòü ïîãðåøíîñòè, âîçíèêàþùèå çà

ñ÷åò íåñîâïàäåíèÿ áåëêîâîãî ñîñòàâà àíàëèçèðóåìûõ ïðîá è èñïîëüçóåìûõ ãðàäóèðîâî÷-

íûõ ðàñòâîðîâ. Öåëü ðàáîòû — èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ óñëîâèé è ñðîêîâ õðàíåíèÿ ðàñòâîðà

ÁÏÃÊ íà åãî àíàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà ïðè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîì îïðåäåëåíèè áåëêîâ â

áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ. Ñòàáèëüíîñòü îïòè÷åñêèõ è àíàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðàñòâîðîâ

ðåàãåíòà èçó÷åíà ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèòåðèåâ Ôèøåðà è Ñòüþäåíòà ïðè ðàçëè÷íûõ òåì-

ïåðàòóðàõ õðàíåíèÿ ðàñòâîðîâ, ñîäåðæàùèõ â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà ýòàíîë èëè áåíçîàò

íàòðèÿ. Ïðîâåðêó ïðàâèëüíîñòè îïðåäåëåíèÿ îáùåãî áåëêà ïî ïðåäëîæåííîé ìåòîäèêå

ïðîâîäèëè ìåòîäîì «ââåäåíî – íàéäåíî», ââîäÿ äîáàâêè ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ, ïðèãîòîâ-

ëåííûõ èç êàëèáðàòîðîâ «Îáùèé áåëîê» èëè «Àëüáóìèí». Ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà ñïåê-

òðîôîòîìåòðè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ â ìî÷å ïî ðåàêöèè ñ áðîìïèðîãàëëîëîâûì êðàñ-

íûì àïðîáèðîâàíà ïðè àíàëèçå ðåàëüíûõ îáúåêòîâ, ìåòðîëîãè÷åñêè àòòåñòîâàíà è âíåñåíà

â Ôåäåðàëüíûé ðååñòð àòòåñòîâàííûõ ìåòîäèê âûïîëíåíèÿ èçìåðåíèé. Ïðîâåäåííûå àíà-

ëèòè÷åñêèå è ìåòðîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ ñ

èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà íà îñíîâå ÁÏÃÊ ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü áåëêè àëüáóìèíîâîé è

ãëîáóëèíîâîé ôðàêöèé â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ÷åëîâåêà ñ âûñîêîé è îäèíàêîâîé ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòüþ. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ñðîêîâ õðàíåíèÿ ðàñòâîðà ðåàãåíòà è ñîõðàíåíèÿ åãî àíà-

ëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðåêîìåíäóåòñÿ èñïîëüçîâàòü ýòàíîë â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà.
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Determination of proteins in biological fluids is rather important for diagnostics in current clinical prac-

tice. The results of total protein determination depend on the amino-acid composition of the proteins pres-

ent in the biological fluid. We discuss some aspects of the spectrophotometric determination of proteins in

biological fluids, in particular, the methodological features of the technique based on the reaction of pro-

teins with brompyrogallol red (BPGR). The most important advantage of BPGR in the determination of

proteins in biological fluids is rather high and equal sensitivity of the dye to the proteins of albumin and

globulin fractions, thus minimizing the errors attributed to the mismatch of the protein composition of

the analyzed samples and calibration solutions used. The goal of the work is to study the impact of condi-

tions and shelf life of the BPGR solution on the analytical properties of the solution in the spectrophoto-

metric determination of proteins in biological fluids. Stability of the optical and analytical properties

of BPGR solutions are studied using Fisher and Student criteria under conditions of different storage
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temperatures and nature of the stabilizer (ethanol or sodium benzoate) in the reagent solutions. Verifica-

tion of the correctness of the total protein determination by the proposed method was carried out in spike

tests. The introduced additives of standard solutions are prepared from the “Total protein” or “Albumin”

calibrators. The developed method of the spectrophotometric determination of the mass concentration of

proteins in the urine by the reaction with bromopyrogallol red was tested on real objects, metrologically

certified and listed in the Federal register of certified measurement techniques. Analytical and

metrological studies have shown that the developed method of protein determination with a reagent based

on BPGR provides equal and high sensitivity of determination of albumin and globulin protein fractions in

human biological fluids. To increase the shelf life of the reagent solution and preserve the analytical prop-

erties of the solution, we recommend to use ethanol as a stabilizer.

Keywords: total protein; albumin; globulins; spectrophotometric method; bromopyrogallol red; biological

fluids.

Ââåäåíèå

Îïðåäåëåíèå áåëêîâ â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêî-

ñòÿõ çàíèìàåò âàæíîå ìåñòî â ðÿäó äèàãíîñòè÷å-

ñêèõ èññëåäîâàíèé. Â êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêå

ýòîò ïîêàçàòåëü îáîçíà÷àþò êàê «îáùèé áåëîê»:

îí âêëþ÷àåò â ñåáÿ áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêîâ —

àëüáóìèíîâ è ãëîáóëèíîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî

ñîäåðæàíèþ íåêîòîðûõ àìèíîêèñëîò. Ïîýòîìó

ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ îáùåãî áåëêà â çíà÷è-

òåëüíîé ñòåïåíè çàâèñÿò îò àìèíîêèñëîòíîãî ñî-

ñòàâà áåëêîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â áèîëîãè÷åñêîé

æèäêîñòè.

Íà íàñòîÿùèé ìîìåíò â êëèíè÷åñêîé ïðàêòè-

êå íåò åäèíîé ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ.

Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè ÿâëÿþòñÿ ìåòîäè-

êè, îñíîâàííûå íà ñâÿçûâàíèè áåëêîâ ñ îðãàíè-

÷åñêèìè êðàñèòåëÿìè [1 – 16]. Äëÿ ýòîé öåëè èñ-

ïîëüçóþò Êóìàññè áðèëëèàíòîâûé ñèíèé [1 – 3],

áðîìôåíîëîâûé ñèíèé [4], áðîìêðåçîëîâûé çåëå-

íûé [5], ïèðîãàëëîëîâûé êðàñíûé [6 – 16] è äðó-

ãèå îðãàíè÷åñêèå ðåàãåíòû. Â ðåçóëüòàòå ðåàê-

öèè êðàñèòåëåé ñ ìîëåêóëàìè áåëêîâ îáðàçóþòñÿ

îêðàøåííûå ñîåäèíåíèÿ, èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè

êîòîðûõ ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè áåëêîâ

â ïðîáå. Êàæäàÿ ìåòîäèêà èìååò ñâîè îãðàíè÷å-

íèÿ, ñâÿçàííûå, íàïðèìåð, ñ íåâûñîêîé ÷óâñòâè-

òåëüíîñòüþ îïðåäåëåíèÿ, íåëèíåéíîñòüþ çàâèñè-

ìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò êîíöåíòðàöèè

áåëêîâ, ïîìóòíåíèåì ðàñòâîðà è êîàãóëÿöèåé îá-

ðàçóþùåãîñÿ ïðîäóêòà [1, 2, 4, 5]. Îäíàêî ãëàâ-

íûì íåäîñòàòêîì âñåõ ìåòîäèê ñ èñïîëüçîâàíèåì

îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé ÿâëÿåòñÿ çàìåòíîå ðàç-

ëè÷èå â ÷óâñòâèòåëüíîñòè ðåàãåíòîâ ê àëüáóìè-

íàì è áåëêàì ãëîáóëèíîâîãî ðÿäà, ÷òî ïðèâîäèò ê

âîçíèêíîâåíèþ îøèáîê ïðè îïðåäåëåíèè îáùåãî

áåëêà â ñëó÷àå íåñîâïàäåíèÿ ñîñòàâà àíàëèçèðó-

åìûõ ïðîá è èñïîëüçóåìîãî ñòàíäàðòíîãî ðàñòâî-

ðà [7, 10, 17 – 20]. Ïîýòîìó îñíîâíîé ïðîáëåìîé

áîëüøèíñòâà ìåòîäèê, íàðÿäó ñ íåäîñòàòî÷íîé

÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ïðè îïðåäåëåíèè íèçêèõ êîí-

öåíòðàöèé áåëêîâ, ÿâëÿåòñÿ ñëîæíîñòü âûáîðà

àäåêâàòíîãî ñòàíäàðòíîãî âåùåñòâà.

Íàèáîëåå ÷àñòî äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî áåë-

êà èñïîëüçóþò ïèðîãàëëîëîâûé êðàñíûé (ÏÃÊ),

âïåðâûå ïðåäëîæåííûé â ðàáîòå [14]. Ïî ñðàâíå-

íèþ ñ äðóãèìè ìåòîäàìè ÏÃÊ-ìåòîä îïðåäå-

ëåíèÿ áåëêîâ õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëåå âûñîêîé

÷óâñòâèòåëüíîñòüþ. Äëÿ îïòèìèçàöèè óñëîâèé

âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâ ñ ðåàãåíòîì ðåàêöèþ ïðî-

âîäÿò â ñóêöèíàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ñ pH 2,5.

Ïîçäíåå áûëè ïðåäëîæåíû ìîäèôèöèðóþùèå

äîáàâêè ê ñóêöèíàòíîìó áóôåðíîìó ðàñòâîðó, â

òîì ÷èñëå, ìîëèáäàò íàòðèÿ [12 – 16, 22], êîòî-

ðûé ñîäåðæèòñÿ è â ñîâðåìåííûõ êîììåð÷åñêèõ

ðåàêòèâàõ äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî áåëêà. Â ïðè-

ñóòñòâèè áåëêîâ ïðîèñõîäèò ñâÿçûâàíèå êîì-

ïëåêñà ÏÃÊ – Mo (VI) ñ îáðàçîâàíèåì òðîéíîãî

ñîåäèíåíèÿ ÏÃÊ – Mo (VI) — áåëîê, ÷òî ïðèâî-

äèò ê ñäâèãó åãî ìàêñèìóìà ïîãëîùåíèÿ ñ 400 äî

600 íì [16]. Ìàêñèìàëüíîå ïîãëîùåíèå ãëîáóëè-

íîâîãî êîìïëåêñà íàáëþäàåòñÿ ïðè pH 2,3 – 2,5;

àëüáóìèíîâîãî — 2,5 – 3,0. Àâòîðû ðàáîòû [22]

óñòàíîâèëè, ÷òî êîìïëåêñ Mo (VI) – ÏÃÊ ðåàãè-

ðóåò ñ ðàçëè÷íûìè áîêîâûìè öåïÿìè àìèíîêèñ-

ëîò, îáðàçóÿ áîëåå ïðî÷íûå ñâÿçè ñ àðãèíèíîì,

ëèçèíîì è ãèñòèäèíîì; áîëåå íèçêóþ ðåàêöèîí-

íóþ ñïîñîáíîñòü êîìïëåêñ ïðîÿâëÿåò ïî îòíîøå-

íèþ ê àëàíèíó, òðèïòîôàíó, ïðîëèíó, ìåòèîíè-

íó, öèñòåèíó, òèðîçèíó, ôåíèëàëàíèíó. Ïîýòîìó,

íåñìîòðÿ íà âàæíûå ïðåèìóùåñòâà ñïåêòðîôî-

òîìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà ñ ïðèìåíåíèåì ÏÃÊ, ïî-

ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû òàêæå õàðàêòåðèçóþòñÿ

îøèáêàìè, ñâÿçàííûìè ñ ðàçëè÷íîé ÷óâñòâè-

òåëüíîñòüþ êðàñèòåëÿ ê áåëêàì ðàçëè÷íîé ïðè-

ðîäû [7, 10, 20, 21].

Áëèçêèì ïî ñâîéñòâàì ê ïèðîãàëëîëîâîìó

êðàñíîìó ÿâëÿåòñÿ êðàñèòåëü áðîìïèðîãàëëîëî-

âûé êðàñíûé (ÁÏÃÊ), òàêæå âçàèìîäåéñòâó-

þùèé ñ áåëêàìè ñ îáðàçîâàíèåì îêðàøåííîãî ñî-

åäèíåíèÿ. Ðàíåå íàìè áûëî èññëåäîâàíî âçàèìî-

äåéñòâèå ÁÏÃÊ ñ áåëêàìè è ïîêàçàíî, ÷òî äàí-

íûé êðàñèòåëü îäèíàêîâî ÷óâñòâèòåëåí ê áåëêàì

àëüáóìèíîâîé è ãëîáóëèíîâîé ôðàêöèé, ïîýòîìó

åãî ïðèìåíåíèå äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî áåëêà

ïîçâîëÿåò ñíèçèòü îøèáêè, êîòîðûå âîçíèêàþò

â îáû÷íîé ïðàêòèêå ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷å-

ñòâå êàëèáðàòîðà ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà àëüáó-

ìèíà [23]. Îïòèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ
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ðåàêöèè è ïîêàçàíî, ÷òî ñóêöèíàòíûé áóôåðíûé

ðàñòâîð ñ pH 2,5 îáåñïå÷èâàåò îïòèìàëüíóþ ñðå-

äó äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ÁÏÃÊ ñ áåëêàìè, à ïðè-

ñóòñòâèå â ñîñòàâå ðàñòâîðà îêñàëàòà íàòðèÿ ïî-

çâîëÿåò óñòðàíèòü âîçìîæíîå âëèÿíèå îêñàëàò-

èîíîâ íà çíà÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñ-

òâîðîâ.

Îòäåëüíîãî îáñóæäåíèÿ òðåáóþò âîïðîñû,

ñâÿçàííûå ñ óñëîâèÿìè õðàíåíèÿ ðàáî÷åãî ðàñ-

òâîðà ÁÏÃÊ, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò îðãàíè÷å-

ñêèå ñîåäèíåíèÿ. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ ñðîêîâ õðàíå-

íèÿ êîììåð÷åñêèõ ðàñòâîðîâ îðãàíè÷åñêèõ ðåà-

ãåíòîâ èõ îáû÷íî õðàíÿò ïðè ïîíèæåííûõ òåì-

ïåðàòóðàõ, â èõ ñîñòàâ ââîäÿò êîíñåðâàíòû, íà-

ïðèìåð, áåíçîàò íàòðèÿ èëè ýòèëîâûé ñïèðò

[10, 15, 16]. Ýòè êîìïîíåíòû ìîãóò îêàçûâàòü

âëèÿíèå íà àíàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà ðåàãåíòîâ è

ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìåòîäèê.

Öåëü ðàáîòû — èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ óñëî-

âèé è ñðîêîâ õðàíåíèÿ ðàñòâîðà ÁÏÃÊ íà åãî

àíàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà ïðè ñïåêòðîôîòîìåòðè-

÷åñêîì îïðåäåëåíèè áåëêîâ â áèîëîãè÷åñêèõ æèä-

êîñòÿõ è îöåíêà ìåòðîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê

ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ â

ìî÷å.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äèãèäðàò ìîëèáäàòà

íàòðèÿ, ÷äà; ÿíòàðíóþ êèñëîòó, õ÷; íàòðèé ùàâå-

ëåâîêèñëûé, õ÷; ýòàíîë ïåðåãíàííûé; áåíçîàò

íàòðèÿ, õ÷; àöåòàò íàòðèÿ, õ÷; óêñóñíóþ êèñëîòó,

õ÷; õëîðèä íàòðèÿ, õ÷; ñóëüôàò àììîíèÿ, õ÷;

áðîìïèðîãàëëîëîâûé êðàñíûé, ÷äà («Íåâà Ðåàê-

òèâ», Ðîññèÿ); êàëèáðàòîð «Àëüáóìèí» 50 ã/ë

(ÎÎÎ «Àãàò-Ìåä», Ðîññèÿ); êàëèáðàòîð «Îáùèé

áåëîê» 60 ã/ë (ÎÎÎ «Àãàò-Ìåä», Ðîññèÿ); íàáîð

êîíòðîëüíûõ ðàñòâîðîâ áåëêîâ ìî÷è «ÁÌ-êîí-

òðîëü-ÏÃÊ» è íàáîð êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ ìî÷è

«ÊÌ-êîíòðîëü-ÁÕ» (ÎÎÎ «Ìåäëàêîð», Ðîññèÿ).

Ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû îáùåãî áåëêà è àëüáó-

ìèíà ãîòîâèëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ðàáîòîé èç

èñõîäíûõ ðàñòâîðîâ êàëèáðàòîðîâ ñ èñïîëüçîâà-

íèåì äîçàòîðîâ ïåðåìåííîãî îáúåìà 5 – 50, 50 –

200, 100 – 1000 ìêë (“Biohit”, Sartorius, ÑØÀ);

êàëèáðàòîðû ðàçáàâëÿëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñ-

òâîðîì (0,9 %-íûé ðàñòâîð õëîðèäà íàòðèÿ).

Èñõîäíûå ðàñòâîðû êðàñèòåëåé ãîòîâèëè

ðàñòâîðåíèåì òî÷íîé íàâåñêè êðàñèòåëÿ â 500 ìë

äèñòèëëèðîâàííîé âîäû, ðàáî÷èå ðàñòâîðû ïî-

ëó÷àëè ïóòåì ðàçáàâëåíèÿ èñõîäíûõ ñ äîáàâëå-

íèåì íåîáõîäèìûõ ðåàãåíòîâ. Ðàáî÷èå ðàñòâîðû

ÁÏÃÊ ñîäåðæàëè 6,0 · 10–5 ìîëü/ë êðàñèòåëÿ è

4,0 · 10–5 ìîëü/ë ìîëèáäàòà íàòðèÿ â ñóêöèíàòíîì

áóôåðíîì ðàñòâîðå ñ pH 2,5, â ñîñòàâ êîòîðîãî

âõîäèëè ÿíòàðíàÿ êèñëîòà (5,0 · 10–2 ìîëü/ë) è

îêñàëàò íàòðèÿ (1,0 · 10–3 ìîëü/ë). Äëÿ èçó÷åíèÿ

âëèÿíèÿ ñòàáèëèçàòîðîâ íà ìåòðîëîãè÷åñêèå õà-

ðàêòåðèñòèêè ìåòîäèêè èññëåäîâàëè âçàèìîäåé-

ñòâèå ñ áåëêàìè êîìïëåêñà ÁÏÃÊ – Mo (VI) â ñóê-

öèíàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå â ïðèñóòñòâèè áåí-

çîàòà íàòðèÿ (1,0 · 10–3 ìîëü/ë) èëè ýòàíîëà

(10 % îá.). Ñóêöèíàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð èìåë

ñîñòàâ, àíàëîãè÷íûé áóôåðíîìó ðàñòâîðó, èñ-

ïîëüçóåìîìó ïðè îïðåäåëåíèè îáùåãî áåëêà ñ

êðàñèòåëåì ïèðîãàëëîëîâûì êðàñíûì1.

Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ èçìåðÿëè ñ

èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôîòîìåòðà UV-1800

(“Shimadzu”, ßïîíèÿ). Çíà÷åíèÿ pH áóôåðíûõ

ðàñòâîðîâ êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èîíîìåðà

«Ýêñïåðò-001» ñ êîìáèíèðîâàííûì ñòåêëÿííûì

ýëåêòðîäîì ÝÑÊ-10601/7.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìî-

ñòåé â ïðîáèðêè âíîñèëè ðàñòâîð ðåàãåíòà è ñî-

îòâåòñòâóþùèé îáúåì ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà

áåëêà, ðàñòâîðû ïåðåìåøèâàëè, è ïîñëå âûäåð-

æèâàíèÿ â òå÷åíèå 10 ìèí èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ

ïëîòíîñòü îòíîñèòåëüíî ðàñòâîðà ñðàâíåíèÿ â

êþâåòå ñ òîëùèíîé ïîãëîùàþùåãî ñëîÿ 1 ñì íà

äëèíå âîëíû 608 íì. Ðàñòâîð ñðàâíåíèÿ ãîòîâè-

ëè äîáàâëåíèåì ê ðåàãåíòó ñîîòâåòñòâóþùåãî

îáúåìà ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ïðèðîäû ñòàáè-

ëèçàòîðà è òåìïåðàòóðíîãî ðåæèìà õðàíåíèÿ

ðàñòâîðîâ ðåàãåíòà íà ðåçóëüòàòû àíàëèçà ãî-

òîâèëè øåñòü ðàñòâîðîâ ðåàãåíòà, ñîäåðæàùåãî

ÁÏÃÊ è ñóêöèíàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð. Èç íèõ

òðè ðàñòâîðà, ñîäåðæàùèå áåíçîàò íàòðèÿ

(1 · 10–3 ìîëü/ë) èëè ýòàíîë (10 % îá.), è áåç ñòà-

áèëèçàòîðà õðàíèëè â õîëîäèëüíèêå (6 ± 2 °C),

à ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì òåðìîñòàòèðîâàëè. Òðè

äðóãèõ ðàñòâîðà, ïðèãîòîâëåííûõ àíàëîãè÷íûì

îáðàçîì, õðàíèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

×åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè â òå÷å-

íèå íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ

ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ ðåàãåíòà (580 íì), à òàêæå

ýòèõ ðàñòâîðîâ â ïðèñóòñòâèè áåëêîâ. Äëÿ ýòîãî ê

2,0 ìë ðàñòâîðà ÁÏÃÊ â ñóêöèíàòíîì áóôåðíîì

ðàñòâîðå ñ pH 2,5, ñîäåðæàùåì ñòàáèëèçàòîð èëè

áåç íåãî, äîáàâëÿëè ñ ïîìîùüþ äîçàòîðà 60 ìêë

ðàáî÷åãî ðàñòâîðà îáùåãî áåëêà. Ïîñëå ïåðåìå-

øèâàíèÿ è âûäåðæèâàíèÿ â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè-

ãîòîâëåííûå ðàñòâîðû ôîòîìåòðèðîâàëè ïðè

ë = 608 íì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñòàòèñòè÷å-

ñêè îáðàáàòûâàëè.

Àïðîáàöèþ ìåòîäèêè è îöåíêó åå ìåòðîëîãè-

÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ïðîâîäèëè íà ïðèìåðå îá-

ðàçöîâ ìî÷è — æèäêîñòåé ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì

áåëêîâ. Îòáîð ïðîá ìî÷è îñóùåñòâëÿëè â ñîîòâåò-
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1 Èíñòðóêöèÿ ÐÓ ¹ ÔÑÐ 2007/01435 ïî ïðèìåíåíèþ íà-

áîðà ðåàãåíòîâ äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ îáùå-

ãî áåëêà â ìî÷å è ñïèííîìîçãîâîé æèäêîñòè ñ ïèðîãàë-

ëîëîâûì êðàñíûì (ÎÁÙÈÉ ÁÅËÎÊ ÏÃÊ ÔÑ «Äèà-

êîí-ÄÑ»). Óòâåðæäåíà Ïðèêàçîì Ðîñçäðàâíàäçîðà îò

20 èþëÿ 2010 ã. ¹ 6830 — Ïð/10.



ñòâèè ñ ÃÎÑÒ Ð 53079.4–20082. Â çàâèñèìîñòè îò

ïðèðîäû àíàëèçèðóåìîé áèîëîãè÷åñêîé æèä-

êîñòè è ñîäåðæàíèÿ â íåé áåëêîâ ìîæíî âàðüèðî-

âàòü êðàòíîñòü ðàçáàâëåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêèì

ðàñòâîðîì.

Ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìåòîäèêè

ðàññ÷èòûâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè-

ÿìè3.

Îáðàçöû äëÿ àòòåñòàöèè è îöåíèâàíèÿ õàðàê-

òåðèñòèê ïîãðåøíîñòè ìåòîäèêè ãîòîâèëè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ñòàáèëèçèðîâàííîãî ñòàíäàðòíîãî

îáðàçöà êîíòðîëüíîé ìî÷è ÷åëîâåêà ñ àòòåñòî-

âàííûì çíà÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ «ÊÌ-êîí-

òðîëü-ÁÕ». Äëÿ âàðüèðîâàíèÿ êîíöåíòðàöèé áåë-

êîâ èñïîëüçîâàëè íàáîð êîíòðîëüíûõ ðàñòâîðîâ

áåëêîâ ìî÷è «ÁÌ-êîíòðîëü-ÏÃÊ» ñ ÷åòûðüìÿ

óðîâíÿìè êîíöåíòðàöèé è ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð,

ïðèãîòîâëåííûé èç êàëèáðàòîðà «Àëüáóìèí».

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ

Ïðè èçó÷åíèè ñòàáèëüíîñòè ðàñòâîðîâ ÁÏÃÊ

áåç äîáàâëåíèÿ ñòàáèëèçàòîðîâ áûëî óñòàíîâëå-

íî, ÷òî îïòè÷åñêèå è àíàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà

ðàñòâîðà ðåàãåíòà çàâèñÿò îò òåìïåðàòóðû õðà-

íåíèÿ: ðàñòâîð ðåàãåíòà ñîõðàíÿåò ñâîè ñâîéñòâà

â òå÷åíèå âñåãî 5 – 6 äíåé â ñëó÷àå åãî õðàíåíèÿ

ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå; íà 7-é äåíü ïîëó-

÷åííûå ðåçóëüòàòû áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû

êàê ïðîìàõè âî âñåé âûáîðêå. Âûäåðæèâàíèå

ýòîãî ðàñòâîðà ïðè òåìïåðàòóðå 6 ± 2 °C ïîçâî-

ëÿåò ñîõðàíèòü åãî ñâîéñòâà â òå÷åíèå ïðèìåðíî

îäíîãî ìåñÿöà, ïîñëå ýòîãî ñðîêà íàáëþäàåòñÿ

ñíèæåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíî-

ñòè áîëåå ÷åì íà 5 – 10 % ñ îäíîâðåìåííûì ñíè-

æåíèåì âîñïðîèçâîäèìîñòè ðåçóëüòàòîâ. Íåâû-

ñîêàÿ óñòîé÷èâîñòü ðàñòâîðîâ ÁÏÃÊ ñîçäàåò íå-

óäîáñòâà ïðè åãî èñïîëüçîâàíèè äëÿ ìàññîâûõ

êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé.

Èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿëî èññëåäîâàíèå ñòàáèëü-

íîñòè îïòè÷åñêèõ è àíàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðàñ-

òâîðîâ ÁÏÃÊ â ïðèñóòñòâèè ñòàáèëèçàòîðà —

ýòàíîëà èëè áåíçîàòà íàòðèÿ.

Âëèÿíèå òåìïåðàòóðû õðàíåíèÿ è ïðèðîäû

ñòàáèëèçàòîðà â ðàñòâîðàõ ðåàãåíòà íà ñðîê õðà-

íåíèÿ ðàñòâîðîâ ÁÏÃÊ èçó÷àëè ñòàòèñòè÷åñêèì

ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèòåðèåâ Ôèøåðà è

Ñòüþäåíòà.

Ïî êðèòåðèþ Ôèøåðà óñòàíàâëèâàëè, çíà÷è-

ìî ëè ðàçëè÷àþòñÿ äèñïåðñèè ñðåäíèõ çíà÷åíèé

îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ äâóõ ñîïîñòàâ-

ëÿåìûõ âûáîðîê, ò.å. ÿâëÿþòñÿ ëè äèñïåðñèè îä-

íîðîäíûìè. Êðèòåðèé Ñòüþäåíòà èñïîëüçîâàëè

äëÿ ñðàâíåíèÿ ñðåäíèõ çíà÷åíèé äâóõ âûáîðîê,

åñëè äèñïåðñèè ñîîòâåòñòâóþùèõ âåëè÷èí çíà÷è-

ìî íå ðàçëè÷àëèñü: âîñïðîèçâîäèìîñòü ðåçóëüòà-

òîâ èçìåðåíèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ñðåäíåé äèñ-

ïåðñèåé S 2 , çíà÷èìîñòü ðàñõîæäåíèÿ ñðåäíèõ ðå-

çóëüòàòîâ îöåíèâàëè ïî ôîðìóëå:

t
x x

S

n n

n n
ýêñï �

�

�

| |
,

1 2 1 2

1 2

(1)

ãäå n1 è n2 — ÷èñëà ïàðàëëåëüíûõ èçìåðåíèé; x
1

è x
2

— ðàññ÷èòàííûå ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äëÿ ïåð-

âîé è âòîðîé âûáîðîê; S — ñðåäíåå ñòàíäàðòíîå

îòêëîíåíèå, âû÷èñëÿåìîå ïî ôîðìóëå:

S
f s f s

f f
�

�

�

1 1

2

2 2

2

1 2

, (2)

ãäå f1 è f2 — ÷èñëà ñòåïåíåé ñâîáîäû ñîîòâåòñò-

âóþùèõ äèñïåðñèé s
1

2 è s
2

2 . Ðàçëè÷èå ñðåäíèõ ðå-

çóëüòàòîâ ïðèíèìàëè êàê çíà÷èìîå, åñëè

týêñï > t(P, f). Êðèòè÷åñêèì çíà÷åíèåì âûáèðàëè

êîýôôèöèåíò Ñòüþäåíòà äëÿ äîâåðèòåëüíîé âå-

ðîÿòíîñòè P = 0,95 è ÷èñëà ñòåïåíåé ñâîáîäû

f = f1 + f2.

Â ñëó÷àå êîãäà ñðàâíèâàåìûå äèñïåðñèè îêà-

çûâàëèñü íåîäíîðîäíûìè è ðàçëè÷àëèñü çíà÷è-

ìî, ïðåíåáðåãàëè ìåíüøåé ïî çíà÷åíèþ äèñïåð-

ñèåé, ñ÷èòàÿ åå ðàâíîé íóëþ, à ñîîòâåòñòâóþùåå

åé ñðåäíåå çíà÷åíèå — áîëåå òî÷íîé âåëè÷èíîé.

Äëÿ ïðîâåðêè çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èÿ ìåæäó âû-

áðàííûìè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè ðàññ÷èòûâàëè

êîýôôèöèåíò týêñï ïî ôîðìóëå:

t
x a

S x
nýêñï �

�| |

( )
, (3)

ãäå x x�
1
, x

2
= a, s(x) = s

1

2 , åñëè s s
2

2

1

2
� ; x x�

2
,

x
1

= a, s(x) = s
2

2 , åñëè s s
2

2

1

2
� . Ðàññ÷èòàííîå çíà-

÷åíèå týêñï ñðàâíèâàëè ñ òàáëè÷íûì t-êðèòåðèåì,

óñòàíîâëåííûì äëÿ äîâåðèòåëüíîé âåðîÿòíîñòè

P = 0,95 è ÷èñëà ñòåïåíåé ñâîáîäû f. Çíà÷èìîå

ðàçëè÷èå ñðåäíèõ ðåçóëüòàòîâ ïðèíèìàëè, åñëè

týêñï > t(P, f).

Ïðè èññëåäîâàíèè çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêèõ è

àíàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðåàãåíòà îò ïðèðîäû ñòà-

áèëèçàòîðà è òåìïåðàòóðíîãî ðåæèìà õðàíåíèÿ

ïîëàãàëè, ÷òî âëèÿíèå óêàçàííûõ ôàêòîðîâ óñòà-

íîâëåíî, åñëè ñðàâíèâàåìûå âûáîðêè íåîäíî-

ðîäíû. Îäíîðîäíîñòü âûáîðîê óñòàíàâëèâàëè ïî

êðèòåðèþ Ôèøåðà (òàáë. 1), ñðàâíåíèå ñðåäíèõ
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2 ÃÎÑÒ Ð 53079.4–2008. Òåõíîëîãèè ëàáîðàòîðíûå êëè-

íè÷åñêèå. Îáåñïå÷åíèå êà÷åñòâà êëèíè÷åñêèõ ëàáîðà-

òîðíûõ èññëåäîâàíèé. ×àñòü 4. Ïðàâèëà âåäåíèÿ ïðåà-

íàëèòè÷åñêîãî ýòàïà. — Ì.: Ñòàíäàðòèíôîðì, 2009. —

65 ñ.

3 ÐÌÃ 61–2010. Ïîêàçàòåëè òî÷íîñòè, ïðàâèëüíîñòè,

ïðåöèçèîííîñòè ìåòîäèê êîëè÷åñòâåííîãî õèìè÷åñêîãî

àíàëèçà. Ìåòîäû îöåíêè. — Ì.: ÈÏÊ Èçäàòåëüñòâî

ñòàíäàðòîâ, 2004. — 42 ñ.



çíà÷åíèé âûáîðîê ïðîâîäèëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþ-

äåíòà (òàáë. 2).

Ñðàâíåíèå çíà÷åíèé êðèòåðèåâ Ôèøåðà è

Ñòüþäåíòà ïîäòâåðæäàåò íåîäíîðîäíîñòü äèñ-

ïåðñèé ìàññèâîâ äàííûõ è ñðåäíèõ çíà÷åíèé äëÿ

ðàñòâîðîâ îäèíàêîâîãî ñîñòàâà, íî õðàíèâøèõñÿ

ïðè ðàçíûõ òåìïåðàòóðàõ, è ñâèäåòåëüñòâóåò î

òîì, ÷òî íåçàâèñèìî îò ïðèðîäû ñòàáèëèçàòîðà

äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ ñîñòàâîâ òåìïåðàòóðà

õðàíåíèÿ âëèÿåò íà àíàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà ðàñ-

òâîðà ðåàãåíòà: ïðè 6 ± 2 °C ðàñòâîðû äîëüøå ñî-

õðàíÿþò ñâîè ñâîéñòâà. Íåîäíîðîäíîñòü äèñïåð-

ñèé ìàññèâîâ äàííûõ è ñðåäíèõ çíà÷åíèé âûáî-

ðîê ïî äàííûì äëÿ ðàñòâîðîâ, õðàíèâøèõñÿ â

îäèíàêîâûõ òåìïåðàòóðíûõ óñëîâèÿõ è ñîäåðæà-

ùèõ â îäíîì ñëó÷àå ýòàíîë, âî âòîðîì — áåíçîàò

íàòðèÿ, óêàçûâàåò òàêæå íà âëèÿíèå ïðèðîäû

ñòàáèëèçàòîðà íà îïòè÷åñêèå è àíàëèòè÷åñêèå

ñâîéñòâà ðàñòâîðîâ ÁÏÃÊ.

Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî òàíãåíñ óãëà íàêëîíà ãðà-

äóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè âûøå â ñëó÷àå äîáàâ-

ëåíèÿ ýòàíîëà [23], ïðè ïðîâåäåíèè ìàññîâûõ

êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé ìîæíî ðåêîìåíäîâàòü

èñïîëüçîâàòü ýòàíîë â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà è

õðàíèòü ðàñòâîð ðåàãåíòà ïðè òåìïåðàòóðå

6 ± 2 °C.

Äëÿ ïðîâåðêè ïðàâèëüíîñòè îïðåäåëåíèé ïî

âûáðàííîé ìåòîäèêå èñïîëüçîâàëè ìåòîä «ââåäå-

íî – íàéäåíî», ââîäÿ äîáàâêè ñòàíäàðòíûõ ðàñ-

òâîðîâ, ïðèãîòîâëåííûõ èç êàëèáðàòîðîâ «Îá-

ùèé áåëîê» èëè «Àëüáóìèí». Ïîëó÷åííûå ðå-

çóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 3,

ïîêàçûâàþò, ÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ ñòàòèñòè÷åñêè

çíà÷èìîãî ðàçëè÷èÿ ìåæäó ââåäåííûì è íàéäåí-

íûì ñîäåðæàíèåì áåëêà â èññëåäóåìûõ ðàñòâî-

ðàõ íå íàáëþäàåòñÿ.

Ìåòîäèêó îïðåäåëåíèÿ îáùåãî áåëêà ñ áðîì-

ïèðîãàëëîëîâûì êðàñíûì â âûáðàííûõ óñëîâèÿõ

ïîäãîòîâèëè ê ïðîâåäåíèþ ìåòðîëîãè÷åñêîé àò-

òåñòàöèè. Ýêñïåðèìåíòàëüíóþ îöåíêó ìåòðîëî-

ãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ìåòîäèêè ïðîâîäèëè â

óñëîâèÿõ âíóòðèëàáîðàòîðíîé ïðåöèçèîííîñòè:

â ðàçíîå âðåìÿ, ðàçíûìè èñïîëíèòåëÿìè ñ ðàç-

íûìè íàáîðàìè ïîñóäû è îñíîâíûõ ðåàêòèâîâ.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà ãîòî-

âèëè àòòåñòîâàííûå îáðàçöû ðàñòâîðîâ áåëêîâ ñ

èñïîëüçîâàíèåì êàëèáðàòîðà «Îáùèé áåëîê» (ñ

êîíöåíòðàöèåé 60 ã/ë) èëè êàëèáðàòîðà «Àëüáó-

ìèí» (50 ã/ë). Ïîëó÷åííûå äàííûå áûëè îáúåäè-

íåíû â îäèí ìàññèâ, óñòàíîâëåíà åäèíàÿ ãðàäóè-

ðîâî÷íàÿ õàðàêòåðèñòèêà, ïî êîòîðîé îöåíèâàëè

ñîäåðæàíèå îáùåãî áåëêà.

Äëÿ âàðüèðîâàíèÿ êîíöåíòðàöèé áåëêîâ â îá-

ðàçöàõ ïðèìåíÿëè ìåòîä ñòàíäàðòíûõ äîáàâîê ñ

èñïîëüçîâàíèåì ñòàáèëèçèðîâàííîãî ñòàíäàðò-

íîãî îáðàçöà êîíòðîëüíîé ìî÷è ÷åëîâåêà è íàáî-
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Òàáëèöà 1. Ðåçóëüòàòû ñòàòèñòè÷åñêîé ïðîâåðêè âëèÿíèÿ òåìïåðàòóðû õðàíåíèÿ è ïðèðîäû ñòàáèëèçàòîðà íà îïòè÷å-

ñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ ðåàãåíòà

Table 1. The results of statistical verification of the effect of storage temperature and nature of the stabilizer on the optical

density of the reagent solutions

Òåìïåðà-

òóðà õðà-

íåíèÿ, °C

Ñòàáèëèçàòîð

â ñîñòàâå ðàñòâîðà

ðåàãåíòà

Ñðîê õðàíåíèÿ

ðàñòâîðà

ðåàãåíòà, äíè

Êðèòåðèè Ôèøåðà

äëÿ À ðàñòâîðîâ ðåàãåíòà

Êðèòåðèè Ôèøåðà äëÿ À

ðàñòâîðîâ îáùåãî áåëêà, 0,012 ã/ë

n F
ýêñï

F
êðèò

n F
ýêñï

F
êðèò

25 ± 1 Áåç ñòàáèëèçàòîðà 7 15 53,28 2,79 20 7,48 2,33

6 ± 2 70 25 25

25 ± 1 Ýòàíîë 120 40 4,88 1,88 40 2,43 1,88

6 ± 2 120 40 40

25 ± 1 Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 11,58 1,88 40 1,13 1,88

6 ± 2 120 40 40

25 ± 1 Áåç ñòàáèëèçàòîðà 7 15 6,14 2,67 20 3,20 2,07

Ýòàíîë 120 40 40

6 ± 2 Áåç ñòàáèëèçàòîðà 70 25 42,28 2,01 25 5,41 2,15

Ýòàíîë 120 40 40

25 ± 1 Áåç ñòàáèëèçàòîðà 7 15 37,18 2,67 20 2,72 2,07

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40

6 ± 2 Áåç ñòàáèëèçàòîðà 70 25 16,59 2,01 25 3,09 2,15

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40

25 ± 1 Ýòàíîë 120 40 6,05 1,88 40 1,23 1,88

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40

6 ± 2 Ýòàíîë 120 40 2,55 1,88 40 1,75 1,88

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40



ðà êîíòðîëüíûõ ðàñòâîðîâ áåëêîâ ìî÷è, à òàêæå

êàëèáðàòîðà «Àëüáóìèí». Áûëî ïðèãîòîâëåíî 6

îáðàçöîâ ñ ñîäåðæàíèåì áåëêîâ â äèàïàçîíå îò

0,05 äî 2,00 ã/ë. Èç êàæäîãî ðàñòâîðà îòáèðàëè

äîçàòîðîì àëèêâîòó 60 ìêë è âíîñèëè â 2,0 ìë

ðàñòâîðà ðåàãåíòà. Âûäåðæèâàëè ðàñòâîðû

10 ìèí è èçìåðÿëè èõ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôîòîìåòðà íà äëèíå âîëíû

608 íì. Äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè ïðîâîäèëè 12

ïàðàëëåëüíûõ îïðåäåëåíèé. Ñîäåðæàíèå áåëêîâ

îïðåäåëÿëè ïî ãðàäóèðîâî÷íîìó ãðàôèêó è ñ ó÷å-

òîì ðàçáàâëåíèÿ ïåðåñ÷èòûâàëè íà ñîäåðæàíèå â

êîíòðîëüíîì îáðàçöå.

Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ

äàííûõ óñòàíîâëåíû õàðàêòåðèñòèêè ïîãðåøíî-

ñòåé ìåòîäèêè â ïðåäåëàõ äèàïàçîíà îïðåäåëÿå-

ìûõ ñîäåðæàíèé áåëêîâ îò 0,10 äî 1,40 ã/ë

(òàáë. 4).

Ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà óñïåøíî ïðîøëà

ìåòðîëîãè÷åñêóþ àòòåñòàöèþ4 è âíåñåíà â Ôåäå-

ðàëüíûé ðååñòð àòòåñòîâàííûõ ìåòîäèê âûïîë-

íåíèÿ èçìåðåíèé (ÔÐ.1.31.2019.33862).

Çàêëþ÷åíèå

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûå àíàëèòè÷åñêèå

è ìåòðîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî

ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì

ðåàãåíòà íà îñíîâå ÁÏÃÊ ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü

áåëêè àëüáóìèíîâîé è ãëîáóëèíîâîé ôðàêöèé â

áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ÷åëîâåêà ñ âûñîêîé è
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Òàáëèöà 2. Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ ñðåäíèõ çíà÷åíèé âûáîðîê ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà

Table 2. Comparison of the mean values of samples using the Student’s t-test

Òåìïåðà-

òóðà õðà-

íåíèÿ, °C

Ñòàáèëèçàòîð

â ñîñòàâå ðàñòâîðà

ðåàãåíòà

Ñðîê õðàíåíèÿ

ðàñòâîðà

ðåàãåíòà, äíè

Êðèòåðèè Ñòüþäåíòà

äëÿ À ðàñòâîðîâ ðåàãåíòà

Êðèòåðèè Ñòüþäåíòà äëÿ À

ðàñòâîðîâ îáùåãî áåëêà, 0,012 ã/ë

n t
ýêñï

t
êðèò

n t
ýêñï

t
êðèò

25 ± 1 — 7 15 3,31 2,06 20 0,94 2,13

6 ± 2 70 25 25

25 ± 1 Ýòàíîë 120 40 5,09 2,02 40 3,46 2,02

6 ± 2 120 40 40

25 ± 1 Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 2,50 2,02 40 1,74 2,02

6 ± 2 120 40 40

25 ± 1 — 7 15 7,39 2,02 20 0,91 2,13

Ýòàíîë 120 40 40

6 ± 2 — 70 25 6,66 2,06 25 3,41 2,02

Ýòàíîë 120 40 40

25 ± 1 — 7 15 3,86 2,02 20 2,32 2,09

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40

6 ± 2 — 70 25 2,41 2,06 25 3,81 2,02

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40

25 ± 1 Ýòàíîë 120 40 6,87 2,02 40 4,74 1,99

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40

6 ± 2 Ýòàíîë 120 40 21,89 2,02 40 0,46 1,99

Áåíçîàò íàòðèÿ 120 40 40

Òàáëèöà 3. Ðåçóëüòàòû ïðîâåðêè ïðàâèëüíîñòè ìåòîäè-

êè ñ èñïîëüçîâàíèåì äîáàâîê ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ ðàç-

ëè÷íîãî ñîñòàâà (n = 5; P = 0,95)

Table 3. The results of the procedure validation using ad-

ditives of standard solutions of various compositions (n = 5;

P = 0.95)

Íîìåð

ïðîáû ìî÷è
Êàëèáðàòîð

Ñ
áåëêîâ

, ã/ë

Ââåäåíî Íàéäåíî

1 Îáùèé

áåëîê

— 0,071 ± 0,003

0,098 0,161 ± 0,008

0,192 0,259 ± 0,012

2 Îáùèé

áåëîê

— 0,108 ± 0,005

0,098 0,208 ± 0,010

0,192 0,309 ± 0,013

3 Àëüáóìèí — 0,094 ± 0,006

0,054 0,145 ± 0,005

0,358 0,455 ± 0,006

4 Àëüáóìèí — 0,150 ± 0,010

0,192 0,337 ± 0,015

0,320 0,489 ± 0,024

4 Ìàññîâàÿ êîíöåíòðàöèÿ áåëêîâ â ìî÷å. Ìåòîäèêà èçìå-

ðåíèé ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì ñ áðîìïèðî-

ãàëëîëîâûì êðàñíûì. Àòòåñòîâàíà ÔÃÁÓ «ÃÕÈ». Ñâè-

äåòåëüñòâî îá àòòåñòàöèè ìåòîäèêè èçìåðåíèé îò

27.04.2018 ¹ Ñ.ÌÈ 02067847.04.RA.RU.311345–2018.



îäèíàêîâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ

ñðîêîâ õðàíåíèÿ ðàñòâîðà ðåàãåíòà è ñîõðàíåíèÿ

åãî àíàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðåêîìåíäóåòñÿ èñ-

ïîëüçîâàòü ýòàíîë â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà.

Íà ïðèìåðå àíàëèçà ïðîá ñ íèçêèì ñîäåðæà-

íèåì áåëêîâ óñòàíîâëåíû ìåòðîëîãè÷åñêèå õà-

ðàêòåðèñòèêè ìåòîäèêè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêî-

ãî îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåí-

òà íà îñíîâå áðîìïèðîãàëëîëîâîãî êðàñíîãî. Äëÿ

ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè âñëåäñòâèå îäèíàêîâîé

÷óâñòâèòåëüíîñòè ÁÏÃÊ ê áåëêàì àëüáóìèíîâîé

è ãëîáóëèíîâîé ôðàêöèé õàðàêòåðíî îòñóòñòâèå

âëèÿíèÿ ñîñòàâà ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà íà ðå-

çóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ. Ïðåäëàãàåìàÿ ìå-

òîäèêà ïðîøëà ïðîöåäóðó ìåòðîëîãè÷åñêîé àòòå-

ñòàöèè è âíåñåíà â Ôåäåðàëüíûé ðååñòð àòòåñòî-

âàííûõ ìåòîäèê âûïîëíåíèÿ èçìåðåíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì íàó÷íî-

ãî îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ýêîëîãî-àíàëèòè÷åñêèé

öåíòð Êóáàíñêîãî ãîñóíèâåðñèòåòà».
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