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ËÞÌÈÍÅÑÖÅÍÒÍÎÅ ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÄÍÊ Ñ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ 
Â ÊÀ×ÅÑÒÂÅ ÇÎÍÄÀ ÊÎÌÏËÅÊÑÍÎÃÎ ÑÎÅÄÈÍÅÍÈß ÒÅÐÁÈß 
Ñ ÝÍÐÎÔËÎÊÑÀÖÈÍÎÌ

Óñòàíîâëåíî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè 4f–ëþìèíåñöåíöèè òåðáèÿ(III) â åãî êîì-
ïëåêñå ñ ýíðîôëîêñàöèíîì â ïðèñóòñòâèè äâóñïèðàëüíîé ÄÍÊ. Â îïòèìàëüíûõ 
óñëîâèÿõ èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè òåðáèÿ ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè 
ÄÍÊ â èíòåðâàëå 1,0–1500 íã/ìë (ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ 0,5 íã/ìë). 
Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëþìèíåñöåíöèÿ, òåðáèé, ýíðîôëîêñàöèí, ÄÍÊ.

Îïðåäåëåíèå ìèêðîêîëè÷åñòâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò îòíîñèòñÿ ê àêòóàëüíûì 
çàäà÷àì áèîàíàëèòè÷åñêîé õèìèè [1]. Äëÿ èõ ðåøåíèÿ èñïîëüçóþò ëþìèíåñöè-
ðóþùèå îðãàíè÷åñêèå êðàñèòåëè: ýòèäèé áðîìèä [2], Hoechst 33258 [3], YOYO è 
TOTO [4, 5]. Íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè èç îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé ÿâëÿþòñÿ 
Oli Green è Pico Green [6, 7]. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî áîëüøèíñòâî îðãàíè÷åñ-
êèõ êðàñèòåëåé, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ ëþìèíåñöåíòíîãî îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ, îòíî-
ñÿòñÿ ê âåñüìà äîðîãîñòîÿùèì âåùåñòâàì, à íåêîòîðûå èç íèõ (ýòèäèé áðîìèä) 
îáëàäàþò êàíöåðîãåííûìè ñâîéñòâàìè.

Íàðÿäó ñ îðãàíè÷åñêèìè çîíäàìè äëÿ ëþìèíåñöåíòîãî îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ 
ïðèìåíÿþò ìåòàëëîêîìïëåêñû [8, 9], â òîì ÷èñëå êîìïëåêñíûå ñîåäèíåíèÿ ëàí-
òàíèäîâ [10–14], ëþìèíåñöåíöèÿ êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ýôôåêòèâíîé 
âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïåðåäà÷è ýíåðãèè ñ âîçáóæäåííîãî òðèïëåòíîãî óðîâíÿ 
îðãàíè÷åñêîé ÷àñòè ìîëåêóëû íà âîçáóæäåííûé óðîâåíü öåíòðàëüíîãî èîíà. 
Äëÿ ýòèõ êîìïëåêñîâ õàðàêòåðíî íàëè÷èå óçêèõ ïîëîñ â ñïåêòðàõ ëþìèíåñöåí-
öèè, áîëüøîå ñòîêñîâñêîå ñìåùåíèå, äëèòåëüíîå âðåìÿ æèçíè, ÷òî ïîçâîëÿåò 
óìåíüøèòü âëèÿíèå áèîìàòðèöû.

Èçâåñòíî, ÷òî â êîìïëåêñàõ Eu(III) è Tb(III) ñ ðÿäîì àíòèáèîòèêîâ ôòîð-
õèíîëîíîâîãî ðÿäà, îáëàäàþùèõ àôôèíèòåòîì ê ìîëåêóëàì ÄÍÊ, ðåàëèçóåòñÿ 
ñåíñèáèëèçèðîâàííàÿ 4f-ëþìèíåñöåíöèÿ ëàíòàíèäîâ. Èçâåñòíû ðàáîòû ïî ëþ-
ìèíåñöåíòíîìó îïðåäåëåíèþ ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïëåêñíûõ ñîåäèíåíèé 
Tb(III) ñ íîðôëîêñàöèíîì [15], ýíîêñàöèíîì [16] è äèôëîêñàöèíîì [17]. Íàìè 
â ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êîìïëåêñ Tb(III) ñ 
ýíðîôëîêñàöèíîì ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè äåòåêöèè ÄÍÊ íå óñòóïàåò ëó÷øåé àíà-
ëèòè÷åñêîé ôîðìå ñðåäè ëàíòàíèäíûõ êîìïëåêñîâ (Tb(III) –äèôëîêñàöèí). Â 
äàííîé ðàáîòå ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ êîìïëåêñíîãî ñîåäèíåíèÿ 
Tb(III) ñ ýíðîôëîêñàöèíîì äëÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ.

Ïðåäëàãàåìûé ëþìèíåñöåíòíûé çîíä Tb-Ýíðîôëîêñàöèí (Tb-ÝÔ) õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ âûñîêîé êèíåòè÷åñêîé óñòîé÷èâîñòüþ, ðàñòâîðèìîñòüþ â âîäå, ïîëó-
÷åíèåì îïòèìàëüíîãî àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè 
pH áåç ïðèìåíåíèÿ ìèöåëëÿðíûõ ñðåä, ïðîñòîòîé ïðèãîòîâëåíèÿ.

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ðàçðàáîòêå ìåòîäèêè ëþìèíåñöåíòíîãî îï-
ðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ âîäîðàñòâîðèìîãî êîìïëåêñíîãî ñîåäèíåíèÿ òåð-
áèÿ ñ ýíðîôëîêñàöèíîì.
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Ýíðîôëîêñàöèí (1-öèêëîïðîïèë-7-(4-ýòèë-1-ïèïåðàçèíèë)-6-ôòîð-1,4-äèãèäðî-4-îêñî-
3-õèíîëîíêàðáîíîâîé êèñëîòû)

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Âñå ðàñòâîðû ãîòîâèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäû.
Èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð (0,01 Ì) õëîðèäà òåðáèÿ (III), êîòîðûé 

ãîòîâèëè èç îêñèäà âûñîêîé ÷èñòîòû (Sigma, 99,99%) ðàñòâîðåíèåì â õëîðèñ-
òîâîäîðîäíîé êèñëîòå. Êîíöåíòðàöèþ òåðáèÿ (III) â ïîëó÷åííîì ðàñòâîðå 
ñòàíäàðòèçîâàëè êîìïëåêñîíîìåòðè÷åñêè. Èñõîäíûé ðàñòâîð ýíðîôëîêñàöèíà 
(1мM) (Riedel-de-Haen, Seelze) ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì òî÷íîé íàâåñêè â âîäå 
è õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå 4 °Ñ. Ðàáî÷èå ðàñòâîðû ãîòîâèëè ñîîòâåòñòâóþùèì 
ðàçáàâëåíèåì âîäîé. Áóôåðíûé ðàñòâîð (10 ìÌ) 3-(N-ìîðôîëèíî)ïðîïàíñóëüô
îíîâîé êèñëîòû (MOPS) (Sigma) ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì 2,093 ã MOPS â 900 ìë 
âîäû ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâëåíèåì 0,1 Ì NaOH äî ðÍ 7,4 è ðàçáàâëåíèåì ðàñ-
òâîðà äî 1000 ìë âîäîé.

Èñõîäíûé ðàñòâîð âûñîêîïîëèìåðíîé äâóñïèðàëüíîé ÄÍÊ òèìóñà òåëåíêà 
(Sigma) (1,0 ìã/ìë), ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì òî÷íîé íàâåñêè â âîäå è õðàíèëè 
ïðè òåìïåðàòóðå 4 °Ñ. Âñå èñïîëüçîâàííûå ðåàêòèâû áûëè êâàëèôèêàöèè ÷. ä. à. 
èëè õ.÷. Ñïåêòðû ëþìèíåñöåíöèè è âîçáóæäåíèÿ, à òàêæå âðåìåíà æèçíè ðå-
ãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëþìèíåñöåíòíîãî ñïåêòðîìåòðà Aminco – Bowman 
Series 2 (SLM – Aminco, Rochester, NY) ñ êñåíîíîâîé ëàìïîé 150W. Äëÿ èçìåðå-
íèÿ âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ èîíîâ òåðáèÿ(III) èñïîëüçîâàëè 
âîçáóæäåíèå îáðàçöà èìïóëüñàìè ñâåòà äëèòåëüíîñòüþ äî 5 ìñ, ñ âðåìåííûì 
ðàçðåøåíèåì 10 ìêñ è 30 ïîâòîðàìè. Äëÿ âû÷èñëåíèÿ çíà÷åíèé âðåìåíè æèçíè 
îáñ÷èòûâàëè êðèâûå çàòóõàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Microcal Origin 6.0 
software (1991–1999, Northampton, USA). 

Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðåãèñòðèðîâàëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå UV-2401 PC 
(Shimadzu). 

Çíà÷åíèÿ ðÍ ðàñòâîðîâ èçìåðÿëè íà ðÍ-ìåòðå Lab 850 (Schott Instruments 
GmbH, Germany) ñî ñòåêëÿííûì ýëåêòðîäîì, êàëèáðîâêó êîòîðîãî ïðîâîäèëè ñ 
ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ. Âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå (21–23 °Ñ).

Ëþìèíåñöåíòíîå îïðåäåëåíèå ÄÍÊ
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Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå 

Ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ýíðîôëîêñàöèíà â âîäíîì ðàñòâîðå õàðàêòåðèçóåòñÿ 
íàëè÷èåì äâóõ èíòåíñèâíûõ ïîëîñ â ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà ñ ìàêñèìóìàìè ïðè 
276 íì (ε = 3,70×104 ë×ìîëü-1×ñì-1) è 316 íì (ε = 1,13×104 ë×ìîëü-1×ñì-1 ). Òðèï-
ëåòíûé óðîâåíü ëèãàíäà (Ò), ðàññ÷èòàíûé èç ñïåêòðîâ ôîñôîðåñöåíöèè åãî 
êîìïëåêñà ñ ãàäîëèíèåì ïðè 77 °Ê, ñîñòàâëÿåò 21050 ñì-1 è ïðåâûøàåò ýíåðãèþ 
óðîâíÿ ïåðâîãî âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ èîíîâ Tb3+ (5D4; 20500ñì-1), ÷òî îïðå-
äåëÿåò âîçìîæíîñòü âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïåðåäà÷è ïîãëîùåííîé ýíåðãèè ëè-
ãàíäà íà ýíåðãåòè÷åñêèé óðîâåíü ëàíòàíèäà.

Ñïåêòðû ëþìèíåñöåíöèè (à, á) è âîçáóæäåíèÿ (â) êîìïëåêñà òåðáèÿ ñ ÝÔ  â 
ïðèñóòñòâèè ÄÍÊ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Ðèñ. 1. Ñïåêòðû ëþìèíåñöåíöèè (à, á) è âîçáóæäåíèÿ (â) êîìïëåêñà Tb – ÝÔ â ïðèñóòñ-
òâèè ÄÍÊ (pH 7,4), çàïèñàííûå ïðè ðàçíûõ óñèëåíèÿõ è ùåëÿõ ïðèáîðà: à — CTb

3+ = CÝÔ = 
1×10-7 Ì; CÄÍÊ = 1–50 íã/ìë; á — CTb

3+ = CÝÔ = 1×10-6 Ì; CÄÍÊ = 50–1500 íã/ìë; â — CTb
3+ = 

CÝÔ = 1×10-6 Ì; CÄÍÊ =10–500 íã/ìë; 1'-õîëîñòàÿ ïðîáà ïðè 10-êðàòíîì óâåëè÷åíèè; λýìèñ = 
545 íì

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè ðàñòâîðà ÄÍÊ (ðèñ. 1 à, á) ê êîìïëåê-
ñó Tb – ÝÔ ïðîèñõîäèò ðåçêîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ëþìèíåñöåíöèè ïî 
ñðàâíåíèþ ñ Iëþì äâîéíîãî êîìïëåêñà Tb –ÝÔ. Â ñïåêòðå âîçáóæäåíèÿ êîìï-
ëåêñà Tb – ÝÔ â ïðèñóòñòâèè äâóñïèðàëüíîé ÄÍÊ íàáëþäàåòñÿ áàòàõðîìíûé 
ñäâèã íà 10 íì ïî ñðàâíåíèþ ñ êîìïëåêñîì Tb – ÝÔ (ðèñ. 1 â), ÷òî ïîäòâåðæäàåò 
âçàèìîäåéñòâèå â ñèñòåìå Tb – ÝÔ – ÄÍÊ. 

Óâåëè÷åíèå âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ 5D4 èîíîâ Tb(III) â 
òðîéíûõ ñèñòåìàõ ÿâëÿåòñÿ ñâèäåòåëüñòâîì óìåíüøåíèÿ áåçûçëó÷àòåëüíîé ïî-
òåðè ýíåðãèè âîçáóæäåíèÿ â òðîéíîé ñèñòåìå, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ èí-
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òåíñèâíîñòè ëþìèíåñöåíöèè èîíîâ Tb(III). Âðåìÿ æèçíè äâîéíîãî êîìïëåê-
ñà Tb – ÝÔ (52 ìêñ) ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè 1500 íã/ìë ÄÍÊ äî 
725 ìêñ (ðèñ. 2). 

Ðèñ. 2. Êðèâûå çàòóõàíèÿ ëþìèíåñöåíöèè êîìïëåêñà Tb-ÝÔ â îòñóòñòâèå (1) è â ïðè-
ñóòñòâèè ÄÍÊ (íã/ìë): 2 – 10; 3 – 50; 4 – 100; 5 – 500; 6 – 1000; 7 – 1500 (CTb

3+ = CÝÔ = 
1×10-6 ìîëü/ë, pH 7.4)

Èçó÷åíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êîìïëåêñà Tb – ÝÔ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñ-
òâèè ÄÍÊ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè ðàñòâîðà ÄÍÊ ê êîìïëåêñó Tb – 
ÝÔ îäíîâðåìåííî ïðîèñõîäèò ãèïîõðîìíûé ñäâèã äâóõ ïîëîñ ïîãëîùåíèÿ ÝÔ, 
à òàê æå áàòîõðîìíûé ñäâèã íà 5 íì (ñ 276 íì äî 281 íì), ÷òî ïîäòâåðæäàåò èí-
òåðêàëÿöèîííûé ìåõàíèçì âçàèìîäåéñòâèÿ äàííîãî çîíäà ñ ìîëåêóëàìè ÄÍÊ 
(ðèñ. 3).

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ êîìïëåêñà Tb – ÝÔ â îòñóòñòâèå (1) è â ïðèñóò-
ñòâèè ÄÍÊ (2 – 2×10-5 Ì, 3 – 5×10-5 Ì, 4 – 1×10-4 Ì; C Tb

3+
  = CÝÔ = 1×10-5 Ì)

Ëþìèíåñöåíòíîå îïðåäåëåíèå ÄÍÊ
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Èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè êîìïëåêñà Tb–ÝÔ–ÄÍÊ çàâèñèò îò ðÍ 
ñðåäû è ìàêñèìàëüíà â èíòåðâàëå pH 7,0-8,0. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îïòèìàëüíîãî çíà-
÷åíèÿ ðÍ èñïîëüçîâàëè 2 ìë áóôåðíîãî ðàñòâîðà MOPS.

Ìàêñèìàëüíîå  óâåëè÷åíèå Iëþì. Tb-ÝÔ-ÄÍÊ íàáëþäàåòñÿ ïðè ðàâíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ Tb(III) è ÝÔ (1×10-6 Ì è 1×10-7 Ì äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ â èíòåðâàëàõ 
êîíöåíòðàöèé 1–50 íã/ìë è 50–1500 íã/ìë, ñîîòâåòñòâåííî).

Èçó÷åíî âëèÿíèå íà ëþìèíåñöåíöèþ Tb – ÝÔ è Tb – ÝÔ – ÄÍÊ îðãàíè÷åñ-
êèõ ðàñòâîðèòåëåé, ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûõ âåùåñòâ (ÏÀÂ), ÒÎÔÎ. Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî â îáåèõ ñèñòåìàõ ÏÀÂ ðàçíîé ïðèðîäû è ÒÎÔÎ ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿþò 
íà Iëþì, à îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè å¸ óìåíüøàþò íà 40% (àöåòîí, èçîïðîïà-
íîë) è íà 10–15% (ìåòàíîë, ýòàíîë, äèìåòèëôîðìàìèä, äèìåòèëñóëüôîêñèä). 
Ìàêñèìàëüíàÿ ëþìèíåñöåíöèÿ íàáëþäàåòñÿ â âîäíîé ñðåäå.

Âëèÿíèå ïîñòîðîííèõ âåùåñòâ
Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ïîñòîðîííèõ âåùåñòâ íà èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåí-

öèè êîìïëåêñà Tb – ÝÔ – ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð (êîíòðîëüíûé îáðàçåö), 
ñîäåðæàùèé 500 íã/ìë ÄÍÊ è 1,0 ìêÌ êîìïëåêñà Tb – ÝÔ, êîòîðûé ñìåøè-
âàëè ñ ðàçëè÷íûìè êîëè÷åñòâàìè ïîñòîðîííèõ âåùåñòâ. Iëþì èçìåðÿëè ñîãëàñíî 
ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðå è ñðàâíèâàëè ñ Iëþì êîíòðîëüíîãî îáðàçöà. Êàê âèäíî èç 
òàáëèöû 1, èîíû ìåòàëëîâ, â îñíîâíîì ïðèñóòñòâóþùèå â áèîîáúåêòàõ (Na+, K+, 
Mg2+, Ca2+), íåçíà÷èòåëüíî âëèÿþò íà Iëþì, â òî âðåìÿ êàê Í2PO4

- -èîíû çíà÷è-
òåëüíî ïîíèæàþò Iëþì ïðè êîíöåíòðàöèè › 10 ìêÌ. Ýòî èñêëþ÷àåò ïðèìåíåíèå 
ôîñôàòíîãî áóôåðà äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ â ñèñòåìå Tb – ÝÔ – ÄÍÊ.

Òàáëèöà 1
Âëèÿíèå ïîñòîðîííèõ âåùåñòâ íà Iëþì êîìïëåêñà Tb – ÝÔ – ÄÍÊ 

(CTb
3+ = CÝÔ = 1×10-6 Ì, CÄÍÊ = 500 íã/ìë, ðÍ = 7,4)

Ïîñòîðîííåå âåùåñòâî Êîíöåíòðàöèÿ
(10-6 Ì)

Îòíîñèòåëüíîå èçìåíåíèå Iëþì ñèñòåìû 
Tb - ÝÔ- ÄÍÊ (%)

NaCl 100 –4,3

KCl 100 –5,8

CaCl2 50 –4,7

NH4NO3 100 –5,6

MgCl2 100 –5,1

A12(SO4)3 10 +2,3

NaH2PO4 10 –9,5

HSA* 0,5 +3,1

Ãëþêîçà 500 –4,2

Ëàêòîçà 400 +5,8

L-ëèçèí 200 +2,2

L-àëàíèí 200 +2,3

Äîäåöèëñóëüôàò Na 0,1 –7,6

*ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà, ìêã/ìë
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Èç ïðèâåäåííûõ â òàáëèöå 1 äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî âëèÿíèå ðàññìàòðèâàåìûõ 
ïîñòîðîííèõ âåùåñòâ íà èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè êîìïëåêñà Tb – ÝÔ 
– ÄÍÊ íåçíà÷èòåëüíî, à ñîîòâåòñòâóþùèå îòêëîíåíèÿ ñîïîñòàâèìû ñ ïîãðåø-
íîñòüþ èçìåðåíèÿ.

Ëþìèíåñöåíòíîå îïðåäåëåíèå ÄÍÊ 
Èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè òåðáèÿ â ñèñòåìå Tb-ÝÔ-ÄÍÊ ïðîïîðöèî-

íàëüíà êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ â èíòåðâàëàõ 1–50 íã/ìë è 50–1500 íã/ìë (ðèñ. 4, à 
è 4, á). Óðàâíåíèå ãðàäóèðîâî÷íûõ ãðàôèêîâ äëÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíöåíòðà-
öèîííûõ èíòåðâàëîâ: (I–²0)/I0 = 0.041 + 0.489c (R = 0.9995) è (I–²0)/I0= –0.291 + 
+ 0.022c (R = 0.9993), ãäå c – êîíöåíòðàöèÿ ÄÍÊ (íã/ìë). Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ 
ÄÍÊ ïðåäëàãàåìûì ìåòîäîì, ðàññ÷èòàííûé ñ èñïîëüçîâàíèåì 3σ-êðèòåðèÿ, ñî-
ñòàâëÿåò 0,5 íã/ìë.

Ðèñ. 4. Ãðàäóèðîâî÷íûå ãðàôèêè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ â êîíöåíòðàöèîííûõ èíòåðâàëàõ: 
à — 1–50 íã/ìë; (C Tb

3+
  = CÝÔ = 1×10-7 Ì); á — 50–1500 íã/ìë (C Tb

3+ = CÝÔ = 1×10-6 Ì)

Ñðàâíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñà Tb-
ÝÔ è äðóãèõ èçâåñòíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ ïðåäñòàâëåíî â òàáëèöå 2. Ïðåä-
ëîæåííûé â äàííîé ðàáîòå çîíä ïî ïðåäåëó îáíàðóæåíèÿ ïðåâîñõîäèò â 20 ðàç 
íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóåìûé äëÿ ëþìèíåñöåíòíîãî îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ýòè-
äèé áðîìèä, íå ÿâëÿÿñü êàíöåðîãåííûì â îòëè÷èå îò ïîñëåäíåãî.

Òàáëèöà 2
Ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ èñïîëüçîâàíèåì 

ôëóîðåñöåíòíûõ ïðîá

Ôëóîðåñöåíòíûå ïðîáû Íóêëåèíîâàÿ 
êèñëîòà

Ïðåäåë 
îáíàðóæåíèÿ, 

íã/ìë
Ëèòåðàòóðà

Ýòèäèé áðîìèä ÄÍÊ 10 [2]

Hoechst 33258 ÄÍÊ 5,6 [3]

YOYO,TOTO ÄÍÊ 0,5 [4, 5]

PicoGreen ÄÍÊ 0,025 [6, 7]

OliGreen ÄÍÊ 0,1 [6, 7]
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Ôëóîðåñöåíòíûå ïðîáû Íóêëåèíîâàÿ 
êèñëîòà

Ïðåäåë 
îáíàðóæåíèÿ, 

íã/ìë
Ëèòåðàòóðà

Al3+-8-ãèäðîêñèõèíîëèí ÄÍÊ / ÐÍÊ 13 / 130 [8]

Y3+- ÁÔÌÏÃÄ-ÖÒÌÀÁ ÄÍÊ / ÐÍÊ 14 / 21 [9]

Tb3+-Tèðîí ÄÍÊ / ÐÍÊ 1 / 0,6 [10]

Eu3+– òåòðàöèêëèí ÄÍÊ 10 / 3 [11]

Tb3+–1,10- ôåíàíòðîëèí ÄÍÊ / ÐÍÊ 100 / 200 [12]

EDTA-Eu-β-äèêåòîí ÄÍÊ 6,0 (ïÌ) [13]

Tb- ÁÔÌÏÃÄ-ÖÒÌÀÁ ÄÍÊ / ÐÍÊ 9 / 5 [14]

Tb3+-íîðôëîêñàöèí ÄÍÊ / ÐÍÊ 0,9 / 0,6 [15]

Tb3+-ýíîêñàöèí ÄÍÊ 5,0 [16]

Tb3+-äèôëîêñàöèí ÄÍÊ 0,5 [17]

Tb3+-ýíðîôëîêñàöèí ÄÍÊ 0,5 Äàííàÿ ðàáîòà

Ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ 

Ðàñòâîðû ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíöåíòðàöèé ïîìåùàëè â ìåðíûå êîëáû îáú-
åìîì 10 ìë â ñëåäóþùåì ïîðÿäêå:

à) äëÿ èíòåðâàëà êîíöåíòðàöèé ÄÍÊ 1,0–50 íã/ìë: 0,1 ìë ðàáî÷åãî ðàñòâî-
ðà Tb3+ (10-5 M), 0,1 ìë ðàáî÷åãî ðàñòâîðà ýíðîôëîêñàöèíà (10-5 M) è 2,0 ìë áó-
ôåðíîãî ðàñòâîðà (MOPS); äàëåå ê ñìåñè äîáàâëÿëè ðàçëè÷íûå îáúåìû îò 0,1 äî 
0,5 ìë ðàáî÷èõ ðàñòâîðîâ ÄÍÊ (100 íã/ìë, 1ìêã/ìë).

á) äëÿ èíòåðâàëà êîíöåíòðàöèé ÄÍÊ 50–1500 íã/ìë: 1,0 ìë ðàáî÷åãî ðàñòâî-
ðà Tb3+ (10-5 M), 1,0 ìë ðàáî÷åãî ðàñòâîðà ýíðîôëîêñàöèíà (10-5 M) è 2,0 ìë áó-
ôåðíîãî ðàñòâîðà (MOPS); äàëåå ê ñìåñè äîáàâëÿëè ðàçëè÷íûå îáúåìû îò 0,5 äî 
1,5 ìë ðàáî÷èõ ðàñòâîðîâ ÄÍÊ (1ìêã/ìë, 10 ìêã/ìë).

Ïîñëå äîâåäåíèÿ âîäîé ïðîáû äî ìåòêè, ðàñòâîðû âûäåðæèâàëè 10 ìèí. ïðè 
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè èçìåðÿëè â 1ñì êâàð-
öåâîé êþâåòå ïðè λâîçá. = 340 íì è λýìèñ. = 545 íì. 

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ÄÍÊ â ìîäåëüíûõ îáðàçöàõ, ñîäåðæàùèõ ñìåñü 
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (HSA), àìèíîêèñëîò è íåñêîëüêèõ èîíîâ 
ìåòàëëîâ (òàáë. 3), ïðîâîäèëè ìåòîäîì «ââåäåíî – íàéäåíî» ïî ãðàäóèðîâî÷-
íûì ãðàôèêàì, êîòîðûå ïîëó÷àëè â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ. Èçìåðÿëè èíòåí-
ñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè ïðè 545 íì, â êàæäîé òî÷êå âû÷èñëÿëè (I-I0)/I0, ãäå 
I0 – èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè êîíòðîëüíîé ïðîáû (äâîéíîé êîìïëåêñ), à 
I – èíòåíñèâíîñòü ëþìèíåñöåíöèè êîìïëåêñà â ïðèñóòñòâèè ÄÍÊ. Ïîëó÷åííûå 
ðåçóëüòàòû, ïðèâåäåííûå â òàáëèöå 3, óêàçûâàþò íà âîçìîæíîñòü ëþìèíåñöåíò-
íîãî îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ â øèðîêîì èíòåðâàëå êîíöåíòðàöèé ñ óäîâëåòâîðèòåëü-
íûìè ìåòðîëîãè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè. 

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàíà âûñîêî÷óâñòâèòåëüíàÿ ïðîñòàÿ ìåòîäèêà îïðå-
äåëåíèÿ ÄÍÊ, îñíîâàííàÿ íà çíà÷èòåëüíîì óâåëè÷åíèè èíòåíñèâíîñòè ëþìè-
íåñöåíöèè êîìïëåêñà Tb – ÝÔ â ïðèñóòñòâèè äâóñïèðàëüíîé ÄÍÊ.

Îêîí÷àíèå òàáëèöû 2
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Òàáëèöà 3 
Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ìåòîäîì «ââåäåíî–íàéäåíî» (P = 0.95, n = 5)

Ïîñòîðîííèå âåùåñòâà Ââåäåíî,
íã/ìë

Íàéäåíî,
íã/ìë sr

HSA, Na+, K+, Ca2+, 10 10,5±0,6 0,047

Ãëþêîçà, L-Aëàíèí 100 95,3±3,9 0,033

500 482,6±14,4 0,024

CHSA =0,5 ìêã/ìë; CMe
n+

 = 1×10-5 Ì; CÃëþêîçà = 1×10-5 Ì; CL-Aëàíèí = 5×10-6 Ì

Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Î. Âîëüôáàéñó (Ðåãåíñáóðã-
ñêèé óíèâåðñèòåò) çà ïðåäîñòàâëåííóþ âîçìîæíîñòü ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ ëþìè-
íåñöåíöèè.
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ÊÎÌÏËÅÊÑÍÎ¯ ÑÏÎËÓÊÈ ÒÅÐÁ²Þ Ç ÅÍÐÎÔËÎÊÑÀÖÈÍÎÌ

Ðåçþìå
Âñòàíîâëåíî ïîñèëåííÿ ³íòåíñèâíîñò³ 4f–ëþì³íåñöåíö³¿ òåðá³þ (III) ó éîãî êîìïëåêñ³ ç 
åíðîôëîêñàöèíîì ó ïðèñóòíîñò³ äâîñï³ðàëüíî¿ ÄÍÊ. Â îïòèìàëüíèõ óìîâàõ ³íòåíñèâ-
í³ñòü ëþì³íåñöåíö³¿ òåðá³þ ïðîïîðö³éíà êîíöåíòðàö³¿ ÄÍÊ â ³íòåðâàë³ 1,0–1500 íã/ìë 
(ìåæà âèÿâëåííÿ 0,5 íã/ìë). 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ëþì³íåñöåíö³ÿ, òåðá³é, åíðîôëîêñàöèí, ÄÍÊ.
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LUMINESCENT DETERMINATION OF DNA USING TERBIUM COMPLEX
WITH ENROFLOXACIN AS A PROBE

Summary
It was found that the presence of DNA enhanced the 4f luminescence of terbium(III) 
in its complex with enrofloxacin. Under optimum conditions, the luminescence in-
tensity of terbium was proportional to the concentration of DNA over the range 
1,0–1500 ng/mL (the limit of detection is 0,5 ng/mL). 

Keywords: luminescence, terbium, enrofloxacin, DNA.
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