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(57) Спосіб визначення вмісту метаболітів оксиду 
азоту в сироватці крові за допомогою спектрофо-
тометричного методу, який відрізняється тим, що 
як розчинник стандартів та досліджуваних проб 
застосовують воду дистильовану, як реагент вико-
ристовують N-1-нафтилетилендіамін, реакцію про-
водять при температурі +4°С, а оптичну щільність 
аналітів вимірюють при довжині хвилі 536нм. 

 
 

 
 

Корисна модель відноситься до медицини, ве-
теринарії та біології, і може бути використана для 
оцінки нітрозивного статусу організму. 

Метаболіти оксиду азоту (нітрити та нітрати) є 
одними із медіаторів внутрішньоклітинної та міжк-
літинної взаємодії, відносяться до основних регу-
ляторів нормальної функції ендотелію, серцево-
судинної, імунної та інших систем [1]. Біологічні 
ефекти метаболітів оксиду азоту можуть носити як 
позитивний (регуляторна дія на судинний тонус, 
адгезію клітин, проникливість судин; захисна дія в 
якості чинника антиоксидантної активності, інгібіція 

адгезії лейкоцитів, захист від токсичної дії TNF-  
тощо), так і негативний (пошкоджуюча дія відносно 
структури ДНК, індукція процесів перекисного оки-
снення ліпідів, пригнічення активності ряду фер-
ментів, зниження антиоксидантного потенціалу 
клітин тощо) характер [2, 3]. Участь метаболітів 
оксиду азоту в контролі багатьох функцій і біохімі-
чних процесів клітин і систем організму спонукає 
до пошуку ефективних, легко відтворюваних, чут-
ливих методів визначення їх рівня в біологічних 
субстратах. 

Для визначення метаболітів оксиду азоту на 
сьогодні запропоновано багато методів. Серед них 
спосіб кількісного визначення нітрит-аніону в біо-
логічній рідині [4], метод визначення нітри-
та/нітрата (NOx) в сироватці крові [5], спосіб оцінки 
тяжкості гестозу [6]. Недоліками вказаних методів 
є недостатня чутливість. Окрім цього важливим 
фактором, який стримує їх широке застосування, є 

нестабільність реакційних сумішей для визначення 
нітратів, що обмежує в часі виконання методики. 

Найбільш близьким до розробленого є спосіб, 
суть якого полягає у тому, що для визначення кі-
лькості нітрат-іонів використовується суміш барію 
сірчанокислого, цинкового пилу, сульфату марган-
цю, лимонної кислоти, сульфанілової кислоти, 
альфа-нафтиламіна [7]. Оптична щільність розчи-
нів вимірюється при довжині хвилі 540нм. 

До недоліків цього способу можна віднести 
недостатню чутливість, яка спричинена вимірю-
ванням оптичної щільності на довжині хвилі, що не 
відповідає максимальному поглинанню та недо-
триманням оптимальних режимів при виборі тем-
ператури [8]. Крім того, у способі застосовується 
альфа-нафтиламін, який є канцерогеном, а вико-
ристання барію сірчанокислого призводить до ви-
никнення мутності, для осаду якої необхідно за-
стосовувати центрифугування. 

Задача корисної моделі - розробка оптимізо-
ваного способу визначення метаболітів азоту в 
сироватці крові. 

Поставлена задача вирішується тим, що для 
визначення вмісту метаболітів оксиду азоту в си-
роватці крові спектрофотометричним методом в 
якості розчинника стандартів та досліджуваних 
проб застосовують воду дистильовану, в якості 
реагента використовують N-1-
нафтилетилендіамін, реакцію проводять при тем-
пературі +4°С, а оптичну щільність вимірюють при 
довжині хвилі 536нм. 
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Технічний результат - підвищення точності кі-
лькісної оцінки вмісту метаболітів оксиду азоту в 
сироватці крові. 

У розробленому способі у суміші для віднов-
лення нітратів до нітритів не застосовують барій 
сірчанокислий, що зменшує час проведення реак-
ції; після виконання усіх етапів реакції для визна-
чення загальних метаболітів оксиду азоту немає 
жорстких обмежень у часі, що дозволяє провести 
вимірювання оптичної щільності не чітко через 30 
хвилин, а навіть через декілька годин; оптичну 
щільність розчинів вимірюють при довжині хвилі, 
при якій згідно із знятого спектру розчину спостері-
гали максимальне поглинання; після визначення 
оптичної щільності проб концентрацію аналітів 
розраховують по стандартним розчинам, викорис-
товуючи коефіцієнт регресії [9]. 

Запропонований спосіб здійснюється таким 
чином. Досліджувану сироватку попередньо звіль-
няють від глобулінів та альбумінів, для чого до 
0,5мл сироватки додають спочатку 0,5мл 6% роз-
чину ZnSO4, ставлять на холод на 10 хвилин, потім 
додають 0,5мл 0,5N розчину NaOH і знову став-
лять на холод на 15 хвилин, помішуючи через ко-
жні 5 хвилин. Після цього пробу центрифугують 20 
хвилин при 4000об/хв. Надосадову рідину (супер-
натант) відбирають у чисту хімічну пробірку, усі 
проби повинні бути закриті пробками у зв'язку з 
тим, що метаболіти азоту є летючими сполуками. 

Для визначення вмісту метаболітів оксиду азо-
ту (суми нітрит-іонів та відновлених до нітритів 
нітрат-іонів) в суху чисту пробірку вносять 30мг 
суміші, яка містить цинкового пилу (2г), сульфату 
марганцю (10г), лимонної кислоти (75г), сульфані-
лової кислоти (4г), N-1-нафтилетилендіаміну (2г), 
додають 0,5мл супернатанту, потім додають 0,5мл 
води дистильованої, закривають пробками. Стру-
шують пробірки 2 хвилини, потім ставлять на 10 
хвилин на холод (+4°С). Після цього проби витри-
мують при кімнатній температурі 15-20 хвилин і 
вимірюють оптичну щільність (Y) на спектрофото-
метрі за довжини хвилі 536нм проти води дисти-
льованої. 

Паралельно вимірюють за тих же умов оптич-
ну щільність градуювального розчину, утвореного 
додаванням тих же реактивів до розчину калію 
азотнокислого (KNO3) з вмістом NO3

-
 від 0 до 

150мкмоль/л. Розраховують параметри рівняння 
регресії: 

Y=A+ВХ, 
де Y - оптична щільність градуювальних роз-

чинів, 
X - концентрація градуювальних розчинів, 

мкмоль/л, 
А - вільний член, 
В - коефіцієнт регресії. 
Вміст метаболітів оксиду азоту у пробі, що до-

сліджують, розраховують за рівнянням: 
X1=(Y1-A)/В 
де Y1 - оптична щільність досліджуваної про-

би, 
В - коефіцієнт регресії, розрахований за ре-

зультатами градуювальних розчинів, 
А - вільний член, розрахований за результа-

тами градуювальних розчинів. 

Суть корисної моделі ілюструється прикладом 
її конкретного застосування. Вміст метаболітів 
оксиду азоту визначали у сироватці крові інтактних 
половозрілих самиць-щурів. Значення показників 
знаходилися у межах від 12,5мкмоль/л до 
31,9мкмоль/л. 

Наші дані співпадають з даними інших авторів. 
Так, наприклад, в роботі [10] було показано, що в 
контрольній групі пацієнтів в середньому вміст 
метаболітів азоту складав 23,4±1,6мкмоль/л. За 
даними авторів [11] у сироватці контрольної групи 
здорових людей рівень нітратів + нітритів знаходи-
вся у межах 14,4±3,6мкмоль/л. 

Таким чином, використання запропонованого 
способу для кількісної оцінки метаболітів оксиду 
азоту у сироватці крові є адекватним біологічним 
тестом. 
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