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Повышенная концентрация гидроксипролина в биологическом материа-

ле свидетельствует о протекающих деструктивных процессах белка кол-

лагена в тканях организма. В настоящей работе разрабатывается метод 

создания функционального покрытия на специальном носителе. Получен-

ный образец представляет собой индикаторную тест-полоску для быстро-

го и точного определения оксипролина в биологических жидкостях, таких 

как кровь, моча, слюна.  Принцип действия материала основан на цветной 

реакции Эрлиха – появления яркой окраски при взаимодействии индика-

торного реагента (парадиметиламинобензальдегида) с оксипролином. На 

основании ранее проведенных исследований значений капиллярности и раз-

рывной нагрузки различных носителей в качестве основы тест-полосок вы-

брали хроматографическую бумагу марки “средняя”. Получение полосок 

осуществляли методом текстильной печати с использованием метилцел-

люлозы в качестве загустителя. Изучены окислительные свойства вы-

бранных химических соединений и определена оптимальная концентрация 

компонентов системы. Проведено исследование эффективности стабили-

заторов пероксида водорода для повышения окислительных свойств соста-

ва. Определены технологические параметры текстильной печати тест-

полосок. 
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The increased concentration of hydroxyproline in the biological material indi-

cates the ongoing destructive processes of the collagen protein in the tissues of the 

body. In this work, a method is developed for creating a functional coating on a 

special carrier. The resulting sample is an indicator test strip for quick and accu-

rate determination of hydroxyproline in biological fluids such as blood, urine, sali-

va. The principle of operation of the material is based on the Ehrlich color reac-

tion of the appearance of a bright color when the indicator reagent (paradimethyl-

aminobenzaldehyde) interacts with hydroxyproline. Based on previous studies of 

the values of capillarity and breaking load of various carriers, chromatographic 

paper of the “average” brand was chosen as the basis of the test strips. The strips 

were obtained by textile printing using methylcellulose as a thickener. The oxidiz-

ing properties of the selected oxidants have been studied and the optimal concen-

tration of the system components has been determined. A study of hydrogen perox-

ide stabilizers to increase the oxidizing properties of the composition was carried 

out. The technological parameters of textile printing of test strips have been deter-

mined. 
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Определение оксипролина в биологи-

ческом материале (слюне, моче, сыворотке 

крови и пр.) является важным инструмен-

том при диагностировании целого ряда за-

болеваний. Увеличение концентрации ок-

сипролина в биологических жидкостях яв-

ляется одним из основных признаков, сви-

детельствующих о деструктивных процес-

сах основного белка соединительной ткани 

– коллагена [1]. Известно, что у здорового 

человека около 20% оксипролинсодержа-

щих пептидов, высвобождаемых из колла-

геновых молекул, экскретируется с мочой. 

При этом содержание свободной фракции 

оксипролина увеличивается, а содержание 

связанной фракции уменьшается. Выра-

женность биохимических изменений мочи 

коррелирует с тяжестью патологического 

процесса. Например, воспаление тканей 

пародонта характеризуется увеличением в 

слюне уровня оксипролина. В настоящее 

время выделяют несколько заболеваний 

пародонта, такие как гингивит, пародон-

тит, пародонтоз, вызывающие воспали-

тельные и деструктивные процессы в тка-

нях пародонта [2]. Также изменения уров-

ня оксипролина наблюдаются при псориа-

зе [3], приобретенных пороках сердца [4], 

пиелонефритах у детей [5] и других часто 

встречающихся заболеваниях. Однако су-

ществующие на данный момент методы 

диагностики являются неточными и трудо-

емкими, поэтому большинство методов по 

диагностике заболеваний базируется толь-

ко на состоянии самого больного. 

Попытки упрощения способа опреде-

ления оксипролина предпринимались не-

однократно [6], [7]. Известен способ опре-

деления белково-связанного оксипролина, 

основанный на осаждении его смесью три-

хлоруксусной и хлорной кислот [8]. При 

использовании подобных методов возни-

кает необходимость применения дорого-

стоящей спектрофотометрической аппара-

туры и проведения стандартной пробы, что 

делает невозможным осуществление их в 

домашних условиях для самоконтроля 

здоровья пациентов. Повышение точности 

и объективности, а также оперативность 

диагностики воспалительных заболеваний 
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возможно при использовании в качестве 

маркера величины концентрации оксипро-

лина в биологическом материале.  

Целью данной работы является разра-

ботка функционального покрытия индика-

торных тест-полосок для определения ок-

сипролина в биологических жидкостях.  

Определение оксипролина с помощью 

тест-полосок предполагает нанесение на 

целлюлозный носитель специального по-

крытия, включающего последовательно 

нескольких слоев реагентов, а именно: за-

густитель, окислитель, специальный реа-

гент (индикатор).   

Выбор индикатора для обнаружения 

оксипролина основан на использовании 

цветной реакции Эрлиха, в результате ко-

торой характерно появление красной 

окраски в слабокислом растворе при взаи-

модействии с пара-диметиламинобензаль-

дегидом (п-ДМБА) пирролов, фуранов, 

индолов и других гетероциклических со-

единений с незамещенным реакционно-

способным положением в кольце. С по-

мощью реакции Эрлиха или ее модифика-

ции можно дифференцировать индол-

положительные и индол-отрицательные 

микроорганизмы.  

Нанесение покрытия на основу осу-

ществляли методом текстильной печати. 

На основании ранее проведенных исследо-

ваний в качестве носителя для печатной 

композиции была выбрана хроматографи-

ческая бумага марки "средняя". Для загу-

щения предложенной композиции приме-

няли загуститель метилцеллюлозу (МЦ) 

[9], [10].  

В качестве окислителей оксипролина в 

работе использовали пероксид водорода и 

хлорит натрия. Данные окислители обла-

дают высокой окислительной активностью 

и не оказывают воздействия на материал 

носителя. Для поддержания рН среды ис-

пользовали различные добавки: щавелевая 

кислота, аскорбиновая кислота и солевые 

растворы. Покрытие наносили послойно   

так, чтобы при опускании материала в рас-

твор биологической жидкости оксипролин 

за счет капиллярных сил поднимался 

вверх, окислялся и взаимодействовал с па-

раметиламинобензальдегидом. 

С целью достижения более четкого от-

печатка и предотвращения размытия пятна 

при его проявлении наносили слой гидро-

фобизатора, в качестве которого был вы-

бран парафин. 

Поскольку композиция для определе-

ния оксипролина является многокомпо-

нентной и требует послойного нанесения, 

значительное уменьшение капиллярности 

существенно сужает выбор окислителя и 

его концентрационный диапазон. Скорость 

проявления окраски характеризуется бу-

ферным периодом, который представляет 

собой время, необходимое для прохожде-

ния реакции Эрлиха. В табл. 1 представле-

на оценка окислительных свойств пере-

кисных соединений и хлорита натрия. 

 
Т а б л и ц а  1  

Состав композиции 

(слоями) 
Концентрация Буферный период 

1. 0,5 см – пустое поле; 

2. МЦ + щавелевая к-та + Н2О2 (37%); 

3. Щавелевая к-та + Н2О; 

4. МЦ + щавелевая к-та + Н2О + п-ДМБА + С2Н5ОН 

1.  - 

2. 0,75г+0,25г+25мл 

3.  – 

4. 1,5г+0,5г+23мл+1г+20мл 

Для свежеизготов-

ленной полоски –  

2...3 с 

1. 0,5 см – пустое поле; 

2. МЦ + аскорбиновая к-та + NaClO2 + Н2О; 

3. Аскорбиновая/щавелевая к-та + Н2О; 

4. МЦ+аскорбиновая к-та+Н2О+п-ДМБА + С2Н5ОН. 

1. - 

2. 0,75г+0,25г + 1,5г + 22,5 мл 

3 - 

4. 0,5г+0,25г+24мл+0,5г+10мл 

Нестабильный,  

при нагревании до 

60°С - 30 мин 

 

 

Применение пероксида водорода зна-

чительно ускоряет время протекания реак-

ции окисления оксипролина, наблюдается 

быстрое интенсивное окрашивание тест-

полоски. Однако скорость и интенсивность 

проявления окраски значительно снижает-

ся в зависимости от периода времени, 

прошедшего после приготовления полос-

ки. Это обусловлено ослаблением окисли-

тельных свойств пероксида водорода на 
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воздухе. Для ограничения контакта перок-

сида водорода с кислородом воздуха на 

слой, содержащий окислитель, был допол-

нительно нанесен защитный фрагмент 

хроматографической бумаги. Было уста-

новлено, что нанесенный слой хромато-

графической бумаги не мешает определе-

нию оксипролина, так как не снижает ка-

пиллярных свойств носителя. 

При использовании в качестве окисли-

теля оксипролина хлорита натрия прояв-

ление окраски протекает около 5 ч в зави-

симости от концентрации окислителя. Та-

ким образом, для всех исследованных в 

качестве окислителей соединений необхо-

дим поиск стабилизаторов или интенсифи-

каторов. 

Чтобы стабилизировать пероксид, 

опробовали ряд концентраций Трилона-Б, 

 динатриевой соли этилендиаминтетраук-

сусной кислоты и метасиликат натрия – 

применяемый в отделочном производстве 

стабилизатор пероксида водорода [11...14]. 

В таблице 2 представлено влияние добавки 

стабилизатора на окислительную способ-

ность пероксида водорода, исследуемую в 

течение четырех месяцев. 

Пероксид водорода, стабилизирован-

ный Трилоном-Б, сохраняет свои окисли-

тельные свойства по отношению к окси-

пролину в течение не менее 4 месяцев 

(табл. 2 – характеристика стабилизирую-

щего действия Трилона-Б).  

 
Т а б л и ц а  2  

№ 
Состав 

композиции 
Концентрация Технология нанесения Качество отпечатка 

1 H2O2+ трилон-Б 0,75г МЦ + 25мл 37% 

Н2О2 + 1,4 г трилон-Б 

 Интенсивное переме-

шивание композиции, 

печать с помощью мяг-

кой ракли  

  

свежеизготовленная (четкий, 

яркий) 

3 H2O2+ трилон-Б 0,75г МЦ + 25мл 37% 

Н2О2 + 1,4 г трилон-Б  

1 месяц 

(четкий, яркий) 

4 H2O2+ трилон-Б 0,75г МЦ + 25мл 37% 

Н2О2 + 1,4 г трилон-Б 

4 месяца 

(четкий, яркий) 

 

Стабилизирующее действие добавки 

метасиликата натрия характеризуют дан-

ные табл. 3. Окислительная стабильность 

пероксида водорода в присутствии мета-

силиката натрия значительно ниже, отпе-

чаток становится нечетким через месяц 

после приготовления полоски. 

 
Т а б л и ц а  3 

№ 
Состав 

композиции 
Способ нанесения 

Время прояв-

ления окраски 

Время после изготовления 

полоски 

Качество отпе-

чатка 

1 H2O2+ Na2SiO3 Интенсивное пере-

мешивание компози-

ции, печать с помо-

щью мягкой ракли  

  

1...2 мин свежеизготовленная четкий, яркий 

2 H2O2+ Na2SiO3 1 месяц четкий, менее 

яркий 

3 H2O2+ Na2SiO3 4 месяца почти  

не проявляется 

 

 

Для достижения наибольшей эффек-

тивности тест-полосок определяли основ-

ные технологические параметры печати на 

целлюлозном носителе. Для увеличения 

скорости окисления оксипролина варьиро-

вали величину слоя окислителя от 0,5 до 1 

см при неизменной максимально возмож-

ной концентрации наносимого на носитель 

раствора. Однако при этом снижалась чет-

кость отпечатка, поскольку время на подъ-

ем столбика жидкости увеличивается, и 

фронт поднимающейся жидкости искрив-

ляется. Поэтому для достижения более 

четкого отпечатка постепенно добавляли 

парадиметилбензальдегид (2...3 мм) от 

слоя окислителя, увеличивая концентра-

цию индикаторного реагента. При этом 

окрашенное пятно проявлялось более ров-

но и четко. За 10 мин поднимающийся 

равномерный окрашенный слой доходил 

до слоя парафина и наблюдался в виде яр-

кой полосы. 
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В Ы В О Д Ы 

 

Таким образом, изучены окислитель-

ные свойства окислителей, таких как пе-

роксид водорода и хлорит натрия по от-

ношению к оксипролину. Наиболее быст-

рое проявление окраски наблюдается для 

покрытий, в состав которых входят пере-

кисные соединения. При использовании в 

качестве окислителя хлорита натрия окис-

ление проходит значительно медленнее с 

дополнительным нагреванием полоски. 

В качестве стабилизаторов пероксида 

водорода опробованы Трилон-Б и метаси-

ликат натрия. Установлено, что Трилон-Б 

и метасиликат натрия стабилизируют 

окислительное действие пероксида водо-

рода во времени. Однако при использова-

нии в качестве стабилизатора пероксида 

водорода метасиликата натрия четкость 

отпечатка сохраняется в течение месяца, 

тогда как система, включающая Трилон-Б, 

позволяет добиться четкого отпечатка да-

же после четырех месяцев. 

Для защиты окислителя от внешних 

воздействий слой, содержащий окисли-

тель, был заклеен хроматографической 

бумагой. 

Получены модельные индикаторные 

тест-полоски с функциональным покрыти-

ем для определения оксипролина в биоло-

гических средах. 
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