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ПРОБЛЕМА ЭЛЕКТРОХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОГО ИЗМЕРЕНИЯ КОМПОНЕНТОВ БИОМЕДИЦИНСКОГО ЗНАЧЕНИЯ

Работа посвящена рассмотрению вопросов, связанных с разработкой метода и технологии электрохемилюминесцентным (ЭХЛ) определения биологически важных веществ в жидких объектах.

Люминесценция представляет особый интерес для биологии и медицины, в частности, для медицинской диагностики. По этому оптическому каналу возможно получение уникальной информации о механизмах биофизических и биохимических процессов, протекающих на уровне молекул и свободных радикалов, и имеющих первостепенное значение для жизнедеятельности клеток, тканей, органов организма. Люминесцентные методы анализа, к которым относятся также хемилюминесцентные (ХЛ) и электрохемилюминесцентные (ЭХЛ), успешно применяют при исследовании циркуляции крови, проходимости сосудов, для контроля фармакокинетики лекарственных препаратов и др. В силу сравнительной новизны явления ЭХЛ, а, тем более, практического применения собственно ЭХЛ-анализа (ЭХЛА) [1,2], весьма актуальными являются разработка системного подхода к созданию новых аналитических ЭХЛ-методов определения веществ биомедицинского значения, а также соответствующих устройств. К сожалению, подобный подход в литературе практически не освещен. 

В общем, аналитический процесс состоит из последовательности операций, с помощью которых субъект исследования получает качественную и количественную информацию об объекте исследования: его свойствах, закономерностях функционирования, внешних и внутренних взаимосвязях. При этом важную роль играют такие понятия, как принцип анализа, метод анализа и алгоритм выполнения (технология) анализа. Наглядно представить соотношение этих стадий и собственно понятий в аналитическом процессе, учитывая известные основные стадии такого процесса, можно следующим образом (см. рис.1) [1].
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Очевидно, что именно принцип анализа, базирующийся на фундаментальных физических и химических явлениях, лежит в основе всего аналитического процесса получения информации об объекте исследования. В рамках аналитического процесса принцип анализа обусловливает природу аналитического сигнала, несущего в себе качественную и количественную информацию об объекте исследования. Однако, при использовании общих принципов (положений) анализа, хорошо известных теоретически и подтвержденных экспериментально, узким местом остается применение данных принципов к конкретному объекту, а также достоверность получаемой информации. Адекватное решение первой проблемы тем или иным способом в совокупности приведет к разработке метода анализа. Решение же общей задачи по алгоритму: 1) выбор принципа анализа; 2) выбор метода анализа; 3) исследования модельной аналитической системы; 4) выбор процедуры пробоотбора и проподготовки; 5) обработка получаемой информации в итоге приведет к разработке новой технологии анализа. Положив в основу технологии какое-либо явление, необходимо, по возможности, наиболее эффективно его использовать для получения максимально достоверной качественной и количественной информации об объекте анализа. В этом плане важнейшую роль играет то, как построена технология, каков метод анализа. Так, например, используя при анализе одно и тоже физическое явление, но разные методы и технологии, можно получить совершенно различную информацию об объекте, различающуюся и количественно, и качественно. 

В данной работе принцип анализа характеризуется использованием явления электрохемилюминесценции (ЭХЛ) для получения аналитической информации. Принцип ЭХЛ основан на воздействии – электролизе, которому подвергают объект с целью получения выходного оптического аналитического сигнала (люминесценции). Различная реализация конструкции аналитического устройства, способа и алгоритма регистрации аналитического сигнала уже не относится к принципу анализа, а являются элементами метода и технологии анализа. 

Метод анализа, разработка которого для принципа ЭХЛ-анализа жидких объектов с компонентами биомедицинского значения – это общая стратегия получения информации об объекте исследования, основу которой составляет принцип анализа. Таким образом, метод анализа предписывает ход анализа в общих чертах, т.е. характерные моменты подготовки пробы, измерения и обработки результатов. Однако определяющим во многом результатом проводимых исследований остается технология анализа. 

Технология или способ выполнения анализа подробно определяет ход анализа: пробоотбор, пробоподготовку, систему регистрации, метод обработки и интерпретацию получаемых данных с целью извлечения из них достоверной информации об объекте исследования. Таким образом, технология представляет собой рабочую пропись, содержащую ряд однозначных последовательно выполняемых предписаний. 

Рассмотрим, каковыми являются основные стадии способа определения компонентов биомедицинского значения в жидкой среде с помощью ЭХЛ-принципа. Изложение начнем с критического рассмотрения основных приемов, используемых в методах анализа различных проб.

Практически во всех таких методах применяют два основных приема – метод прямых измерений и метод косвенных измерений. В прямых методах используется зависимость аналитического сигнала
, от объекта исследования (аналита, содержащегося в пробе) от природы измеряемого компонента и его содержания. Свойствами, зависящими от природы аналита, являются, например, длина волны в максимуме спектра его люминесценции, потенциал полуволны в методах вольтамперометрии и др. Это – так называемые качественные характеристики определяемого вещества. Его количественными характеристиками являются интенсивность аналитического сигнала, т.е. интенсивность люминесценции на указанной выше длине волны, величина тока в вольтамперометрических методах и др. Таким образом, при прямом качественном анализе регистрируют наличие ожидаемого сигнала аналита в пробе, а при прямом количественном – измеряют интенсивность этого сигнала. Связь интенсивности сигнала с содержанием аналита имеет различный характер. В аналитической практике, в том числе в медико-биологических методах, наибольшее распространение получили следующие методы количественного определения компонента путем измерения того или иного физико-химического параметра или характеристики:

а) метод градуировочного (калибровочного) графика;

б) метод молярного свойства;

в) метод стандартных добавок;

г) метод титрования.

Эти методы основаны на использовании стандартных (модельных) образцов, например, жидких проб. Поэтому при разработке метода и, в дальнейшем, технологии определения гистамина в жидких пробах необходимо сделать адекватный выбор в пользу одного из вышеперечисленных приемов.

Метод градуировочного графика (ГГ)

В этом методе интенсивность аналитического сигнала I измеряют у нескольких стандартных (модельных) образцов или жидких проб, после чего осуществляют табулирование результатов и построение ГГ или аналитической функции в виде I = f(cх), где cх – содержание определяемого компонента в модельной пробе. Если данная функция не является линейной, то для ее линеаризации (что необходимо в методе ГГ) можно использовать логарифмическую форму lg I = lgсх. После этого в идентичных экспериментальных условиях (устройство, метод возбуждения, температура и пр.) измеряют интенсивность аналитического сигнала у анализируемой пробы и из имеющихся табулированных данных или градуировочного графика определяют содержание аналита в анализируемой пробе. При этом аналит, a priori, должен присутствовать в пробе, что достигают применением соответствующих процедур пробоподготовки.

Существенно при этом, что диапазон концентраций на построенном ГГ должен быть не менее диапазона определяемых составляющих аналита, а состав и свойства модельной пробы должен быть максимально близок к аналогичным параметрам анализируемого состава (после процедуры пробоподготовки). Метод ГГ нашел наиболее широкое применение в различных физико-химических определениях, в том числе в биомедицинских задачах, в силу точности, надежности, простоты и т.д. Рассмотрим, однако, и другие методы.

Метод молярного свойства
В этом методе также проводят измерение интенсивности аналитического сигнала у ряда стандартных проб и рассчитывают так называемое молярное свойство пробы М, т.е. интенсивность аналитического сигнала, пропорциональную одному молю определяемого компонента М = Iх/cх. Затем в тех же условиях измеряют интенсивность аналитического сигнала у анализируемой пробы и по соотношению cх = Iх/M рассчитывают концентрацию определяемого компонента. Данный метод является менее распространенным и удобным (более трудоемким), поскольку требует строго линейного вида аналитической функции I = f(cх).

Метод стандартных добавок построен на измерении аналитического сигнала пробы, после чего в пробу вводят известное количество измеряемого компонента (стандартный раствор) до концентрации с1, затем вновь измеряют интенсивность сигнала. Метод основан на выполнении следующих математических соотношений:

Ix = kсx,






(1)

Ix1 = k(сx + с1),                                                                          (2)

откуда                                                     сx = с1Ix/(Ix’ – Ix),                                                                      (3)

где Ix – интенсивность аналитического сигнала пробы;

k – коэффициент пропорциональности (чувствительность метода);

сx – концентрация аналита X;

Ix1 – интенсивность аналитического сигнала пробы после добавления стандартного раствора;

с1 – концентрация аналита после введения в пробу стандартного раствора.

Метод стандартных добавок, как и метод молярных свойств, является ограниченным по своему применению и сложным для практической реализации.

Данный краткий обзор закончим рассмотрением метода титрования. В этом методе (строго говоря, методах) в ходе процедуры, называемой титрованием, измеряют интенсивность аналитического сигнала I, после чего осуществляют построение кривой титрования или аналитической функции в виде I = f(V), где V – объем добавленного титранта. Из данной кривой находят точку эквивалентности, после чего путем пересчета определяют содержание аналита. Метод титрования является также весьма распространенным, но в тоже время менее удобным с практической точки зрения, в частности, для компьютерной обработки.

Метод косвенных измерений используют тогда, когда определяемый компонент обладает либо крайне низким аналитическим сигналом, либо не обладает им вообще. В этом случае для измерения используют специальные реагенты R (индикаторы, метки, маркеры), более или менее специфически реагирующие с измеряемым компонентом Х. 


[image: image2.wmf]-

·

R

 + 
[image: image3.wmf]+

·

X

 ( R* + X, 





(4)
где 
[image: image4.wmf]-

·

R

 и 
[image: image5.wmf]+

·

X

 - анион- и катион- радикалы R и Х, соответственно.
Количественно результат реакции выражается в виде интенсивности аналитического сигнала реагента Ir, причем существенно, что данный сигнал реагента возникает только в результате такой реакции как, например, процесс (4) в случае люминесцентного аналитического сигнала. При этом необходимо заранее знать (или установить) стехиометрию процесса (4), т.е. количественное соотношение между ее реагентами и продуктами. После этого применяют указанные выше методы, где в качестве сx выступает также измеряемый компонент, но обнаруживаемый с помощью данного специфичного реагента путем измерения Ir.

Исходя из проведенного анализа, в качестве метода количественного определения наиболее оптимальным для метода ЭХЛА представляется метод ГГ. Данный метод, в рамках метода косвенного измерения, для построения калибровочной кривой требует выбора адекватного реагента и определения механизма процесса испускания ЭХЛ в модельной аналитической системе определяемый компонент – электрохемилюминофор-реагент. Учитывая сложность, трудоемкость и достаточную дороговизну экспериментов по поиску оптимального реагента, на первый план выдвигается решение задачи путем математического моделирования в рамках микроскопического подхода [3].

После процедуры измерения необходимо провести обработку данных и получить итоговую информацию в виде табулированного материала и ГГ. Таким образом, весь рассмотренный выше аналитический процесс на основе электрохемилюминесцентного принципа анализа может быть представлен в графическом виде на рис.2. 
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Рис.2. Разработанный метод анализа в рамках аналитического процесса на основе 

электрохемилюминесцентного принципа анализа.

При распространении разработанного метода анализа на измерение данного компонента в реальной пробе в аналитический процесс, графически изображенный на рис.2, необходимо внести дополнения и изменения, связанные с необходимостью выбора реального объекта анализа, отбора пробы, содержащей измеряемый компонент, и подготовкой пробы к процессу измерения. Рассмотрим эти стадии подробнее.

Выбор объекта (стадия 1, а, рис.3). Для адекватного выбора объекта исследования необходимы сведения о его происхождении, предварительная информация о компонентном составе, в том числе о компонентах, мешающих процессу измерения, о требованиях к качеству объекта, целях его применения и т.д. Лишь в этом случае можно выбрать принцип, метод и технологию анализа, оптимальные для достижения поставленной цели (т.е. аналитическое исследование объекта). В данной работе в качестве объекта исследования применялась модельная система, содержащая реагент и аналит, а в реальном биомедицинском анализе в качестве объекта выступают пробы биожидкостей, таких, как кровь, моча и др.

Пробоотбор (стадия 1, б, рис.3). Основное требование к отбору пробы гласит: проба должна быть достаточно представительной относительно объекта исследования. Информация, получаемая при анализе пробы, должна быть максимально точным отражением информации, получаемой при анализе объекта исследования в целом, частью которого является данная проба. Строго говоря, это требование выполнимо лишь тогда, когда анализу подвергают весь исследуемый материал. Во всех остальных случаях, т.е. почти всегда, мы имеем дело с большей или меньшей степенью приближения к этому основному условию. Таким образом, в рамках аналитического процесса отбор пробы приобретает особое значение. Очевидно, что даже при весьма тщательной аналитической работе результат анализа допускает выводы только по информации от пробы. А эти выводы согласуются с объективной действительностью лишь настолько, насколько правильно и компетентно произведен отбор пробы.

В принципе эти же рассуждения приложимы к приготовлению в необходимых случаях градуировочных (модельных) проб, представляющих собой как бы идеальные объекты, содержащие данный аналит и, в случае косвенного измерения, реагент.

Пробоподготовка (стадия 1, в, рис.3). Лишь очень немногие методы анализа допускают возможность исследования пробы без какой-либо предварительной подготовки, в исходном (нативном) состоянии. Как правило, необходимо превращение пробы в форму, допускающую проведение измерений, используя различные методы разделения веществ [4]. В разработанный метод в качестве неотъемлемых стадий пробоподготовки необходимо включить разделение пробы на отдельные компоненты с целью выбора заданного измеряемого компонента и (в случае косвенного метода) – ввод реагента в пробу, в т.ч. и в виде (моно)пленки электрохемилюминофора, закрепленной на электроде по технологии Лангмюра-Блоджетт.

Схематически данные стадии изображены на рис.3. Отметим, что в технологии анализа реальных проб, основанной на излагаемом методе, необходимо исключить стадию 6, рис.2.
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Рис.3. Стадии, включаемые в аналитический процесс при анализе реальных объектов.

Для использования рассмотренного метода в реальных аналитических исследованиях необходимо провести экспериментальный цикл работ по изучению данной модельной систем. В качестве примера реализации предложенного системного подхода к проблеме ЭХЛА рассмотрим результаты исследования модельной аналитической системы антрацен (реагент) + гистамин (измеряемый компонент). Разработка технологии определения гистамина (ГА) методом ЭХЛА проводится впервые и является актуальной в связи с большой ролью ГА в различных процессах in vivo. Гистамин является гормоноидом, т.е. действует на большое количество физиологических процессов в организме подобно гормонам, но образуется, в отличие от них, не в железах внутренней секреции, а в других органах и тканях. В обычных условиях ГА находится в организме преимущественно в связанном, неактивном состоянии. При различных патологических процессах (таких, как аллергии, склероз внутренних органов, ожоги, обмораживания) количество свободного ГА увеличивается. Гистамин, освобождающийся под действием различных патогенных факторов (проникающая радиация, бактериальные токсины, гипоксия, травмы, токсические химические вещества – морфин, рентгеноконтрастные препараты, содержащие йод, курареподобные вещества, высокомолекулярные соединения, лекарственные препараты), имеет высокую активность, что приводит к гистаминовому отравлению. С учетом вышеприведенного, а также широкого использования препаратов антигистаминового действия в клинической практике, исключительное значение приобретают методы определения ГА.

Аналитические исследования проводили следующим образом. Создавали модельную систему, в составt трех соединений в необходимых содержаниях: аналит (гистамин), электрохемилюминофор-реагент (антрацен) и фоновый электролит - соль (C4H9)4ClO4, которые растворяли в органическом растворителе диметилформамиде. В качестве модели разработанного устройства использован аналитический комплекс “ЭЛАН-2м”.  [5].

При электролизе пробы генерировали КР гистамина 
[image: image8.wmf]+

·

ГA

 и АР реагента 
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·

A

. При проведении предварительных электрохимических измерений было установлено, что указанные вещества имеют следующие потенциалы пиков (см. табл. 1).

Таблица 1

Некоторые физико-химические и спектроскопические свойства 

электрохемилюминофора-реагента – антрацена и определяемого компонента – гистамина

	Свойства
	Антрацен
	Гистамин

	Молекулярная масса
	178,2
	111,2

	Вид
	Бесцветные кристаллы, 

с голубой флуоресценцией
	Бесцветные кристаллы, 

не флуоресцирует

	Температура плавления, оК
	489
	360

	Температура кипения, оК
	615
	430

	Квантовый выход ФЛ (
	0,46
	–

	Потенциал окисления (ох, В
	2,12
	0,86

	Потенциал восстановления (red, В
	– 1,29
	–

	Длина волны ФЛ (ФЛ, нм
	412
	–

	Длина волны ЭХЛ (ЭХЛ, нм
	412
	–


Исходя из изучения данных эксперимента (табл.1), можно прийти к заключению, что основной стадией ЭХЛ-процесса в ОХ-сенсоре являются рекомбинационные взаимодействия электрогенерированных анион-радикалов антрацена 
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 с катион-радикалами гистамина 
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, сопровождающиеся излучением ЭХЛ – оптического аналитического сигнала:
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с учетом экспериментально полученного соотношения (ох(ГА)<( ох(А)
.

Аналитический сигнал, который излучается возбужденными молекулярными состояниями реагента антрацена А*, регистрируют как фототок, пропорциональный концентрации аналита Iecl=f(ca). Это позволяет, учитывая стехиометрию реакции (7), количественное определение ГА с помощью ГГ в координатах: интенсивность аналитического сигнала реагента Iecl, содержание искомого вещества ca. Из величины сигнала определяют содержание.

Каждый результат анализа по тем или иным причинам имеет погрешность определения. Исследователь всегда получает лишь приближенное значение определяемой величины. Поэтому завершающей стадией количественного анализа химического состава вещества любым методом является статистическая обработка результатов измерения, которая включает расчет метрологических параметров анализа таких, как стандартное отклонение, дисперсия, коэффициент корреляции, воспроизводимости, правильность результатов и пр.

Воспроизводимость зависит от случайных погрешностей, чем больше их значение, тем менее «точный» их анализ. Правильность результатов определяется систематическими погрешностями. Метод или методика анализа дают лишь тогда правильный результат, когда они свободны от систематических погрешностей. Статистическая обработка результатов измерения позволяет оценить, свисти к минимум систематические и случайные погрешности результатов измерений.

Наиболее объективной и адекватной методикой построения ГГ является установление математической зависимости iecl=f(сa), которую находят методом регрессионного анализа. Подробное описание методики статистической обработки экспериментальных данных приведено в [6]. Полученные данные о зависимости интенсивности аналитического сигнала от содержания ГА с целью повышения достоверности подвергались статистической обработке. (Несколько слов об этом) На рис.4 представлен полученный ГГ для системы гистамин-антрацен после процедуры статистической обработки экспериментальных данных измерения електрохемилюминесцентного сигналу аналитической системы гистамин-антрацен при помощи программного пакета MathCAD. 
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Рис.4. Градуировочный график после статистической обработки аналитических исследований модельной системы реагент антрацен и аналит гистамин (iecl – у нА, ca – в мМ).
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� Аналитический сигнал – сигнал, содержащий информацию о компонентах (аналитах), находящихся в объектах исследования.


� Это означает, что реагент А не вовлекается в анодные процессы окисления ранее определяемого компонента – ГА, и, таким образом, световой аналитический сигнал сенсора обусловлен именно аналитическим процессом (7).
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