
Ис то рия и со вре мен ное со сто я ние проб ле мы

Нук ле о зи ды яв ля ют ся низ ко мо ле ку ляр ны -
ми ком по нен та ми нук ле и но вых кис лот (НК). Они
об ра зу ют ся in vivo при воз дей с т вии на НК спе ци -
фи чес ких фер мен тов, кис лот или ще ло чей. 

Нук ле о зи ды пред с тав ля ют со бой N-глико -
зиды, со дер жа щие в ка чес т ве уг ле вод ной час ти
D-рибозу или 2-дезокси-D-рибозу; их на зы ва ют

со от вет с т вен но ри бо нук ле о зи да ми или де зок си -
ри бо нук ле о зи да ми. По ли мер ные цепи ДНК и
РНК пос т ро е ны из мо но фос фор ных эфи ров нук -
ле о зи дов — нук ле о ти дов [1]. В за ви си мос ти от по -
ло же ния ос тат ка фос фор ной кис ло ты в пен тоз ном
цик ле нук ле о ти ды под раз де ля ют ся на 2,3- или
5-фос фа ты для ри боз но го (ри бо-) ряда и 3- или
5-фос фа ты для де зок си ри боз но го (2-де зок сири -
бо) ря да.
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При ме не  ние т он кос  лой но й хро  ма тог  ра  фии  на си ли ка  ге ле 
для  ана л и за п ри род  ных нук ле о  зи дов  и их  про и з  вод н ых

В об зо ре обоб ще ны опуб ли ко ван ные за пос лед ние годы дан ные по раз де ле нию и ко -
ли чес т вен но му оп ре де ле нию при род ных нук ле о зи дов и ряда их про из вод ных пу тем
тон кос лой ной хро ма тог ра фии на си ли ка ге ле. Об суж да ет ся ис поль зо ва ние с этой
целью бо лее 20 раз лич ных под виж ных фаз для раз де ле ния 52 нук ле о зи дов и их про из -
вод ных; в ряде слу ча ев при ве де ны ус ло вия ко ли чес т вен но го оп ре де ле ния ана ли тов
пос ле ТСХ ме то дом ден си то мет рии. Под роб но опи са ны ра бо ты, вы пол нен ные в Гос -
НИ И ге не ти ка и свя зан ные с ана ли зом ино зи на, ти ми ди на и ака де зи на в КЖ со от вет -
с т ву ю щих штам мов - п ро ду цен тов на оте чес т вен ных плас тин ках Сор б фил.

Клю че вые сло ва:  вы со ко эф фек тив ная жид кос т ная хро ма тог ра фия, ден си то мет рия, нук ле о зи ды, тон кос лой ная хро ма -
тог ра фия.

                                 
Ан то но ва Свет ла на Вла ди ми ров на, Де ми на На та лья Геор ги ев на, Ло ба нов Кон стан тин Вла ди ми ро вич, Ку ва ев Ти мо фей Ан д ре -
е вич, Ми ро нов Алек сандр Сер ге е вич, Пуш ков Алек сандр Алек се е вич, Ру мян це ва На деж да Фрид ри хов на, Тяг лов Бо рис Вла ди -
ми ро вич, Ша ку лов Ру с тем Са и до вич, Ма ла хо ва Ири на Ива нов на, Кра си ков Ва ле рий Дмит ри е вич.

Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; НК — нук ле и -
но вые кис ло ты; ПКО — пре дел ко ли че ст вен но го опре де ле ния; ТСХ — тон ко слой ная хро ма тог ра фия; УФ — уль т ра фи о ле то -
вый; ФС — фар ма ко пей ная ста тья; А — аде нин; AMP — аде но зин-5-мо но фос фат; АМPK — AMР-ак ти ви ру е мая про те ин ки на -
за; С — ци то зин;  rA — аде но зин; rC — ци ти дин; RSD — от но си те ль ное стан дар т ное от кло не ние; rT — ти ми дин; rU — ури дин;  
S/N — со от но ше ние сиг нал/шум; Т — ти мин; U — ура цил.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



В нас то я щее вре мя нук ле о зи ды ши ро ко ис -
поль зу ют ся как ан ти би о ти ки, им му но мо ду ля то ры 
и пре па ра ты, об ла да ю щие про ти во ви рус ной или
про ти во о пу хо ле вой ак тив нос тью [2].

Тон кос лой ная хро ма тог ра фия (ТСХ) для
ана ли за нук ле о зи дов ис поль зу ет ся с се ре ди ны
50-х го дов прош ло го века. Ос нов ны ми сор бен та -
ми для ТСХ слу жи ли цел лю ло за, DAEF-цел лю -
лоза, ECTEOLA-целлюлоза, P-цел лю ло за, CM-цел -
лю ло за, MN-300-целлюлоза, PEI-цел лю ло за, си ли -
ка гель и си ли ка гель с при ви ты ми фа за ми, та ки ми
как С8-, С18-, ци а но- или ди ол- [3].

Не об хо ди мо от ме тить, что тра ди ци он но
ТСХ ис поль зу ет ся для ана ли за ор га ни чес ких со е -
ди не ний, в том чис ле ле кар с т вен ных пре па ра тов,
и вклю че на в фар ма ко ло ги чес кие статьи как ме -
тод для иден ти фи ка ции (под т вер ж де ния под лин -
нос ти) ле карств в боль шин с т ве фар ма ко пей мира.
Од на ко в них про цесс ТСХ обыч но трак ту ет ся ши -
ро ко, что ос тав ля ет мно го воз мож нос тей для субъ -
ек тив но го под хо да. Ре зуль та ты раз лич ных ис с ле -
до ва ний зна чи тель но раз нят ся и труд но со пос та ви -
мы. Вос п ро из во ди мость ру тин ной про це ду ры
ТСХ не всег да вы со ка из - за вли я ния раз лич ных
фак то ров, ко то рые час то не при ни ма ют ся во вни -
ма ние [4]. Мо дер ни за ция ме то до ло гии не ред ко вы -
зы ва ет зна чи тель ное соп ро тив ле ние. Та ким об ра -
зом фор ми ру ет ся тен ден ция рас с мат ри вать ТСХ
как ус та рев ший ме тод, ко то рый дол жен быть за ме -
нен на бо лее на деж ную ВЭЖХ или др.

Нес мот ря на это ТСХ не сле ду ет не до о це ни -
вать. Нап ри мер, воз мож ность да вать “сни мок”
про фи ля нук ле о зи дов [5] важ на не толь ко для их
иден ти фи ка ции, но так же и для про вер ки на ста -
биль ность, и при кон т ро ле ка чес т ва пре па ра тов на 
про из вод с т ве. Быс т ро та и низ кая сто и мость ТСХ
так же весь ма су щес т вен ны для про мыш лен ных
про цес сов. Прин ци пи аль ным тре бо ва ни ем для ис -
поль зо ва ния ТСХ как сов ре мен но го ме то да ана ли -
за яв ля ет ся пос ле до ва тель ное со вер шен с т во ва ние 
ме то до ло гии с уче том по лез ных нов шеств, опи сы -
ва е мых в публикуемых ра бо тах. 

Сог лас но ли те ра тур ным дан ным, доля ра -
бот с ис поль зо ва ни ем ТСХ на ос но ве плас тин си -
ли ка ге ля (с или без при ви тых фаз) в пе ри од с се ре -
ди ны 70-х го дов по нас то я щее вре мя сос та ви ла
7,3% от об ще го ко ли чес т ва пуб ли ка ций, пос вя -
щен ных при ме не нию ТСХ для ана ли за нук ле о зи -
дов [6, 7]. Ос нов ное ко ли чес т во ра бот в этой об лас -
ти было опуб ли ко ва но в 70—80-е годы 20-го века

[3, 7]. Боль шин с т во ис с ле до ва ний, рас с мот рен -
ных в нас то я щем об зо ре, было вы пол не но на
ТСХ-п лас ти нах, вы пу щен ных фир мой Merck (Гер -
ма ния) [8], по э то му да лее в тек с те при ана ли зе
ТСХ с по мощью этих плас тин из го то ви тель ука зы -
вать ся не бу дет. Не об хо ди мо от ме тить, что плас -
тин ки для ТСХ на ос но ве си ли ка ге ля с при ви ты ми 
фа за ми, а так же на ос но ве цел лю ло зы и ее мо ди фи -
ци ро ван ных форм, при год ные для ден си то мет ри -
чес ких из ме ре ний, в Рос сии до нас то я ще го вре ме -
ни не про из во дят ся. 

С 1989 г. на пред п ри я тии IMID Ltd (Крас но -
дар) на ла жен мас со вый вы пуск плас тин для ТСХ

“Сор б фил” по тех но ло гии, раз ра бо тан ной в 1985
г. в НТЦ “Лен х ром” (Сан к т - Пе тер бург) [9]. Эти
плас ти ны вы пус ка ют ся на раз лич ных под лож ках,
та ких как по ли э ти лен те реф та лат, алю ми ний или
стек ло. ТСХ-п лас ти ны Сор б фил по ми мо воз мож -
нос ти мно го ра зо во го ис поль зо ва ния об ла да ют вы -
со кой эф фек тив нос тью и ха рак те ри зу ют ся рав но -
мер ным сло ем сор бен та, что поз во ля ет про во дить
ден си то мет ри чес кие из ме ре ния. Тол щи на слоя си -
ли ка ге ля сос тав ля ет (0,1±0,005) мм, сред ний ди а -
метр час тиц ра вен 8—12 мкм (вы со ко эф фек тив -
ные плас тин ки) или 8—17 мкм (ана ли ти чес кие
плас тин ки), а свя зу ю щим ма те ри а лом яв ля ет ся си -
ли ка золь [4]. Для де тек ции со е ди не ний, пог ло ща ю -
щих в УФ об лас ти спек т ра, в сор б ци он ный слой
до бав ля ют флу о рес цен т ные ин ди ка то ры, та кие
как смесь си ли ка тов цин ка и кад мия [4].

Целью нас то я ще го об зо ра яв ля лось обоб ще -
ние дан ных о ме то дах раз де ле ния и ко ли чес т вен -
но го оп ре де ле ния при род ных нук ле о зи дов на сло -
ях си ли ка ге ля, ко то рые опуб ли ко ва ны за пе ри од
с се ре ди ны 70-х го дов 20-го века по нас то я щее
вре мя.

Ис по ль зо ва ние ТСХ для раз де ле ния 
нук ле о зид-со дер жа щих сме сей

Раз де ле ние аде но зи на, 2-де зок си ри бо а де но -
зи на, ги пок сан ти на, ксан ти на и ино зи на бы ло
про ве де но Пфеф фе ром и сотр. на ТСХ-п лас тин ках
с си ли ка ге лем в сис те ме вода—ме та нол—  25%-ный
вод ный ам ми ак—хло ро форм (2:9:1:9, об.)*; ве ли -
чи ны Rf этих со е ди не ний сос тав ля ли 0,58; 0,45;
0,50 и 0,39, со от вет с т вен но [10].

Мор ден и сотр. ана ли зи ро ва ли смесь, сос то я -
щую из аде ни на (А), аде но зи на (rA), ура ци ла (U), 
ури ди на (rU), ци ти ди на (rC), ци то зи на (С), а
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* Здесь и да лее при ве де ны объ ем ные от но ше ния рас тво ри те лей, вхо дя щих в по движ ную фазу.



так же ти ми на (Т) и ти ми ди на (rT), с по мощью 
ряда под виж ных фаз, содержащих ме та но л, хло ро -
фор м и 25%-ный вод ный ам ми а к, варь и руя при
этом ко ли чес т во двух пер вых ком по нен тов от 0 до 
40% и от 0 до 100%, со от вет с т вен но [11]. Ко ли -
чес т вен ное оп ре де ле ние раз де лен ных ком по нен -
тов про во ди ли с по мощью мас с - с пек т ро мет рии. 
Ре зуль та ты раз де ле ния пред с тав ле ны в табл. 1.

В табл. 2 обоб ще ны дан ные по раз де ле нию
36 нук ле о зи дов (из при мер но 60 нук ле о зи дов, се -
па ра ция ко то рых опи са на в ли те ра ту ре) и их про -
из вод ных на тон ких сло ях си ли ка ге ля в 17 под виж -
ных фа зах. Од на ко ха рак тер но, что прак ти чес ки
ни для од но го ва ри ан та не по ка за на пог реш ность
из ме ре ния Rf и не ука за но ко ли чес т во про ве ден -
ных не за ви си мых эк с пе ри мен тов.

Ра нее при раз ра бот ке ус ло вий раз де ле ния и
ко ли чес т вен но го оп ре де ле ния раз лич ных сво бод -
ных не за ме ни мых ами но кис лот было ус та нов ле -
но, что пог реш ность из ме ре ния ве ли чи ны Rf этих
со е ди не ний на хро ма тог рам мах варь и ру ет от 0,15
до 0,25, при n=3 и P 0,95 [33], что сви де тель с т ву ет
о хо ро шей вос п ро из во ди мос ти ре зуль та тов. 

Из вес т но, что УФ об лу че ние рас т во ров ДНК
при во дит к об ра зо ва нию “ти ми ди нов - ди ме ров”,
сши ва ю щих две цепи двой ной спи ра ли, что при во -
дит к му та ции [1]. Ди на ми ка ди ме ри за ции ти ми ди -
на при об лу че нии пос лед не го УФ све том была изу -
че на с ис поль зо ва нием сис те мы рас т во ри те лей
эти ла це тат—про па нол-2—вода— 25%-ный вод ный 
ам ми ак (3:5:1:0,5). Ти ми дин и ти ми ди но вый ди -
мер ус пеш но раз де ля лись при Rf 0,45±0,03 и
0,52±0,03, со от вет с т вен но [34].

А.О. Ба луш кин и В.Г. Бе рез кин с по мощью
элек т ро ос мо ти чес кой ТСХ на оте чес т вен ных
плас тин ках Сор б фил (лав са но вая под лож ка, ана -
ли ти чес кий ва ри ант) осу щес т ви ли раз де ле ние сле -
ду ю щих сме сей (в скоб ках ука за на ско рость пе ре -
ме ще ния хро ма тог ра фи чес ких зон сор ба тов, мм/с):
аде нин (0,6), аде но зин (1,3) и аде но зин- 5-мо но -
фос фат (0,1); ги пок сан тин (0,8), ино зин (1,2) и
ино зин-5-мо но фос фат (0,21); ти ми дин (0,6),
3-де зок си-3-а зи до ти ми дин (1,3) и ти ми дин-5-
 мо но фос фат (0,1), а так же ура цил (0,4), ури дин 
(0,8), 5-бромуридин (1,2) и ури дин- 5-мо но фос -
фат (0,1). Раз де ле ние про во ди ли при нап ря же -
нии 5 кВ, ве ли чи не тока 50 мкА и нап ря жен нос ти
поля 50 В/см на ус та нов ке, скон с т ру и ро ван ной и
смон ти ро ван ной в ИНХС РАН, в под виж ной фазе
ди ме тил суль фок сид—5%-ный вод ный ам ми ак
(75:25 или 70:30). Вре мя раз де ле ния сос та ви ло 5
мин. Ко ли чес т вен ную об ра бот ку хро ма тог рамм
про во ди ли на ви де о ден си то мет ре “Сор б фил” (Рос -
сия). Для про из вод ных ти ми ди на было про ве де но
срав не ние ден си то мет ри чес ких дан ных, по лу чен -
ных с по мощью элек т ро ос мо ти чес кой ТСХ и клас -
си чес кой ТСХ с ис поль зо ва ни ем под виж ной фазы 
хло ро форм—ме та нол—вода (15:10:3); при этом
была об на ру же на хо ро шая кор ре ля ция по лу чен -
ных обо и ми ме то да ми ре зуль та тов (r=0,98943) [35].

Нук ле о зид ино зин яв ля ет ся суб с тан ци ей
для ле кар с т вен но го пре па ра та “Ри бок син” (тор го -
вое наз ва ние, ФС-42-2096-83), ко то рый при ме ня -
ет ся при ком п лек с ной те ра пии ише ми чес кой бо -
лез ни сер д ца, на ру ше нии рит мов сер д ца, пос ле пе -
ре не сен но го ин фар к та. Ри бок син так же наз на ча -
ют при за бо ле ва ни ях пе че ни, та ких как ге па тит В
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 АН ТО НО ВА и др.

Та б ли  ца  1

Ве ли чи ны Rf нук ле и но вых осно ва ний и нук ле о зи дов в раз лич ных по движ ных фа зах

Со от но ше ние
ме та нол—хло ро форм—
25%-й во дный ам ми ак

rU U rA A rC C T rT

0:100:0 0 0 0 0 0 0 0 0

10:90:1 0 0,10 0,05 0 0 0 0,12 0,06

15:85:1 0,08 0,35 0,28 0,20 0,05 0,08 0,50 0,35

20:80:1 0,19 0,53 0,44 0,32 0,05 0,16 0,67 0,52

30:70:1 0,23 0,56 0,53 0,46 0,1 0,23 0,69 0,65

40:60:1 0,63 0,81 0,66 0,66 0,25 0,40 0,91 0,91
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Та б ли  ца  2

Rf нук ле о зи дов и их про из вод ных при ТСХ с ис по ль зо ва ни ем раз лич ных по движ ных фаз и пла с ти нок 
на осно ве си ли ка ге ля [12—32]

Со е ди не ние
По движ ная фа за

I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Аде ми но зин 0,45 0,00 0,35 0,75 0,54

Аде ми нин 0,59

5-о- Т ри ти ла де но зин 0,75 0,90 0,54

2,3-n-Анизиденадемозин 0,75 0,61

2,3-Э ток си ме ти лен а де но зин 0,69 0,54

5-о- Ме ти ла де но зин 0,42 0,60 0,43

5-о -Э ти ла де но зин 0,49 0,68 0,48

5-о- П ро пи ла де но зин 0,58 0,72 0,54

5-о- Бу ти ла де но зин 0,61 0,78 0,59

3-о- Фор мил-(N-ацетил)-2-
де зок си а де но зин

0,82

2-Де зок си а де но зин 0,49

N-Метиладенозин 0,44

N-Пропиладенозин 0,50

N-i-Пропиладенозин 0,50

2-Де зок си гу а но зин 0,40 0,41

5-n-Нит ро фе нил-
де зок си гу а но зин

0,74

5-о- Т ри тил гу а но зин 0,46 0,74

2-Де зок си у ри дин 0,27

Ури дин 0,40 0,45 0,42

5-Ме ти лу ри дин 0,52 0,44

5-Фто ру ри дин 0,35

5-Хло ру ри дин 0,32

5-Бро му ри дин 0,29

5-И о ду ри дин 0,27

5-о- Ме ти лу ри дин 0,48

5-о -Э ти лу ри дин 0,54

5-о -И зоп ро пи лу ри дин 0,58



и С и цир роз. Име ют ся дан ные об улуч ше нии зри -
тель ных фун к ций гла за у боль ных гла у ко мой при
ин тен сив ном при е ме ри бок си на [2]. Ра нее ино зин
по лу ча ли пу тем окис ли тель но го де за ми ни ро ва -
ния аде но зи на, вы де лен но го из гид ро ли за та РНК;
при этом сто и мость по лу чен но го про дук та была
край не вы со кой [1]. В нас то я щее вре мя про мыш -
лен ное про из вод с т во ино зи на осу щес т в ля ет ся
мик ро би о ло ги чес ким ме то дом, бо лее вы год ным с
эко но ми чес кой и эко ло ги чес кой то чек зре ния.
При вы пол не нии этой ра бо ты нас по ра зи ло прак -
ти чес ки пол ное от сут с т вие ли те ра ту ры по ана ли -
ти чес ко му обес пе че нию это го про цес са. Так, хо ро -

шо из вес т ный жур нал “Analytical Chemistry” вы -
пус ка ет спе ци аль ные об зор ные но ме ра, пос вя щен -
ные ана ли ти чес кой хи мии, в том чис ле и хро ма тог -
ра фии в кон к рет ных об лас тях ис с ле до ва ния (вода, 
пи ще вые про дук ты и т.д.), од на ко этот пе ре чень
не вклю ча ет ко неч ные и про ме жу точ ные про дук -
ты би о тех но ло ги чес ких про цес сов. Жур нал “Bio -
technology. Bioscience and Bioengineering”, из да ва е -
мый в Япо нии, в раз де ле  “Analytical Chemistry”
прак ти чес ки не пуб ли ку ет статьи, свя зан ные с оп -
ре де ле ни ем ан ти би о ти ков, а ос нов ная мас са пуб -
ли ка ций по прик лад ной хро ма тог ра фии пос вя ще -
на би о ме ди цин с ким ис с ле до ва ни ям. Это ка са ет -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Ци ти дин 0,39 0,52

5-Ме тил ци ти дин 0,45

2-Де зок си ци ти дин 0,31 0,40

5-о- Т ри тил-2-де зок си-
ци ти дин

0,42

5-о- Т ри тил ти ми дин 0,42 0,55

Ти ми дин 0,54 0,50

5-о -А це тил ти ми дин 0,68

3-Де зок си-3-а зи до ти ми дин 0,48

3-Де зок си-3-а зи до-
5-о -а це тил ти ми дин

0,59

При ме ча ние: по движ ные фазы:
I — бу та нол-1–про па нол-2—25%-ный во дный ам ми ак—во да (2:8:1:1), ден си то мет рия,  =260 нм, ПКО = 0,12 мкг/л, 
RSD < 1,0% [12, 13];
II — хло ро форм—эти ла це тат—про па нол-2—вода (16:4:12:1) [14];
III — изо мас ля ная кис ло та—вода—25%-ный во дный ам ми ак, ден си то мет рия [15];
IV — бу та нол-1—аце тон—ле дя ная ук сус ная кис ло та—5%-ный во дный ам ми ак (9:3:2:4), ден си то мет рия,  =260 нм [16];
V — хло ро форм—ме та нол (9:1) [17, 18];
VI — эта нол–25%-ный во дный ам ми ак (8:2) [19];
VII — про па нол-2—25%-ный во дный ам ми ак—во да (7:2:1) [20, 21];
VIII — хло ри стый ме ти лен—эти ла це тат (7:4) [22];
IX — хло ри стый ме ти лен—ме та нол (9:1) [23];
X — хло ро форм—во дат—ри э ти ла мин (90:5:5) [24];
XI — хло ро форм—ме та нол—во да (5:5:1), ден си то мет рия,  =265 нм [25];
XII — хло ро форм—ме та нол—эти ла це тат—про па нол-2—25%-ный во дный ам ми ак (8:3:3:3:0.9, v/v), ден си то мет рия, 
 = 260 нм [26, 27];
XIII — хло ри стый ме ти лен—ме та нол—ле дя ная ук сус ная кис ло та (50:50:0,1, v/v), ден си то мет рия,  = 260 нм [28];
XIV — аце тон—во да (80:20, v/v), ден си то мет рия,  = 270 нм [29];
XV — про па нол-2—эти ла це тат—вода—25%-ный во дный ам ми ак (6:3:2:1) [30, 31];
XVI — хло ро форм—пи ри дин (9:1), ТСХ- пла с тин ки Si lu fol фир мы Ka va li er (Че хо сло ва кия) [32];
XVII — эти ла це тат—aце тон—ме та нол—25%-ный во дный ам ми ак (2:3:3:2), ТСХ- пла с тин ки Si lu fol, фир мы Ka va li er [32].

Окон  ча  ние табл.  2



ся, в час т нос ти, и жур на ла “Journal оf Chroma -
tography. Biomedical Applications”. В мо но г ра фии

“High Performance Liquid Chroma to graphy in Bio -
technology” ан ти би о ти кам, ами но кис ло там, ви та -
ми нам и нук ле о зи дам, яв ля ю щи ми ся ос нов ны ми
про дук та ми би о тех но ло ги чес ких про из водств, уде -
ле но не дос та точ ное вни ма ние. Та ким об ра зом,
воз ни ка ет не кий па ра докс: ана ли ти чес кое обес пе -
че ние бур но раз ви ва ю щей ся и эко но ми чес ки эф -
фек тив ной от рас ли про мыш лен нос ти — мик роб -
но го син те за ан ти би о ти ков, ами но кис лот, нук ле о -
зи дов и т.п. — не пред с тав ле но на стра ни цах ана -
ли ти чес ких жур на лов и мо ног ра фий. Ана ло гич -
ным об ра зом прак ти чес ки от сут с т ву ют ли те ра тур -
ные дан ные по ана ли ти чес ко му обес пе че нию про -
цес сов би о син те за ти ми ди на и ака де зи на (см.
ниже). Воз мож но, все это обус лов ле но тем, что ос -
нов ная часть би о тех но ло ги чес ких раз ра бо ток вы -
пол ня ет ся в ис с ле до ва тель с ких цен т рах круп ных
фирм и при ме ня е мые при этом ана ли ти чес кие ме -
то ды яв ля ют ся но у- хау этих ком па ний.

Во ВНИ И ге не ти ка с се ре ди ны 70-х го дов
прош ло го века про во ди лась ра бо та по се лек ции и
уве ли че нию про из во ди тель нос ти штам ма- п ро ду -
цен та ино зи на. КЖ штам ма — про ду цен та ино зи -
на со дер жит ака де зин, ги пок сан тин, гу а нин и гу а -
но зин. Раз де ле ние этой сме си было вы пол не но на
ТСХ-п лас тин ках Си лу фол UV-254 (Че хос ло ва -
кия) в сле ду ю щих под виж ных фа зах: про па -
нол-2—25%-ный вод ный ам ми ак (6:1) и про па -
нол-2—вода—25%-ный вод ный ам ми ак (6:1:3).
При ис поль зо ва нии вто рой под виж ной сис те мы
было вы пол не но  би нар ное элю и ро ва ние при 20°
в те че ние 60 мин и за тем при 40° в те че ние 45 мин. 
Ви зу а ли за цию пя тен про во ди ли с по мощью уль -
тра хе мис ко па при  = 254 нм, а ко ли чес т вен ное оп -
ре де ле ние вы пол ня ли спек т ро фо то мет ри чес ки
при  = 248 нм пос ле элю ции со от вет с т ву ю щих
хро ма тог ра фи чес ких зон. Пог реш ность ме то да
сос тав ля ла 3,0—4,0%, а про дол жи тель ность ана -
ли за 5,5—6,0 ч [36—38].

Как уже от ме ча лось во вве де нии, в 1989 г. в
Рос сии был на ла жен мас со вый вы пуск оте чес т вен -
ных ТСХ-п лас ти нок Сор б фил [7]. В 1987—1988 г. 
было про ве де но ис пы та ние этих плас ти нок, при
этом с по мощью ТСХ было ис с ле до ва но бо лее 200 
со е ди не ний раз лич ных клас сов, в том чис ле и про -
дук ты би о син те за, при сут с т ву ю щие в КЖ штам -
ма- п ро ду цен та ино зи на, та кие как ги пок сан тин,
ай кар и гу а но зин. Была раз ра бо та на под виж ная
фаза хло рис тый ме ти лен—ме та нол—вода
(15:10:1,5) и по ка за но, что вы ше у ка зан ные со е ди -
не ния име ют ве ли чи ны Rf 0,51; 0,44 и 0,35 ± 0,03,
со от вет с т вен но, а под виж ность це ле во го про дук -

та ино зи на сос тав ля ла 0,40 ± 0,03. Было про ве де -
но ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние ино зи на с по -
мощью ден си то мет ра Shimadzu CS-920 при дли не 
вол ны 248 нм и ус та нов ле но, что об ласть ли ней но -
го сиг на ла пят на ино зи на на хо дит ся в ин тер ва ле
со дер жа ния це ле во го про дук та 0,05—1,0 мкг/пят -
но. Пре дел ко ли чес т вен но го оп ре де ле ния ино зи -
на сос тав ля ет 0,02 мкг/пят но, S/N = 12. Пог реш -
ность ко ли чес т вен но го ана ли за ино зи на сос тав ля -
ла ме нее 5,0% при ко ли чес т ве оп ре де ле ний, рав -
ном 5 (P 0,95).

В пос лед ние годы про яв ля ет ся уси лен ное
вни ма ние к про цес су би о син те за, вы де ле ния и
очис т ки ти ми ди на, пос коль ку этот нук ле о зид яв -
ля ет ся сырь ем в про из вод с т ве ле кар с т вен но го пре -
па ра та 3-де зок си-3-а зи до- ти ми ди на, ко то рый ши -
ро ко ис поль зу ет ся для ин ги би ро ва ния рос та ви ру -
са им му но де фи ци та че ло ве ка (ВИЧ) [39]. Не об хо -
ди мо от ме тить, что ра нее при ме ня ли хи ми чес кий
ме тод син те за ти ми ди на [1], од на ко сто и мость та -
ко го про дук та была на по ря док выше, чем нук ле о -
ти да, по лу чен но го пу тем мик роб но го син те за. КЖ
штам ма — про ду цен та ти ми ди на по ми мо це ле во -
го про дук та со дер жит та кие при ме си, как ти мин,
аде но зин, ури дин, 2-де зок си ци ти дин, ци то зин,
ино зин и не ко то рые дру гие нук ле о зи ды; при этом
сум мар ное со дер жа ние при ме сей варь и ру ет от 7 %
до 12%. Для раз де ле ния этой сме си нами с по -
мощью мо де ли “Приз ма” была раз ра бо та на вы со -
ко эф фек тив ная под виж ная фаза сос та ва: хло ро -
форм—ме та нол—вода (15:10:3) (рис. 1) [8, 40].
Раз де ле ние было вы пол не но на вы со ко эф фек тив -
ных плас тин ках Сор б фил [7], вре мя элю ции было
рав но 20—25 мин; ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние
про во ди ли на ден си то мет рах Shimadzu CS-920
(Япо ния) и Ден сиС кан-2 (Рос сия) при дли не вол -
ны 267 нм. Пре дел ко ли чес т вен но го оп ре де ле ния
ти ми ди на сос та вил 0,05 мкг/пят но, S/N = 10.

Для ана ли за при ме сей были рас с чи та ны кор -
ре ли ру ю щие фак то ры от к ли ка (response factors),
ко то рые при ве де ны в табл. 3.

Ана лиз ти ми дин - со дер жа щих КЖ так же
про во ди ли ме то дом ВЭЖХ; при этом была по ка за -
на хо ро шая кор ре ля ция ре зуль та тов, по лу чен ных
обо и ми ме то да ми (r=0,98921) [41, 42]. Ме то ди ка
ко ли чес т вен но го оп ре де ле ния ти ми ди на прош ла
про це ду ру ва ли да ции и пе ре да на в про из вод с т во.
Не об хо ди мо от ме тить, что эта ме то ди ка была так -
же ис поль зо ва на для пос та дий но го кон т ро ля по лу -
че ния пре па ра та 3-дезокси-3-азидо-тимидина.

Ака де зин (5-амино-4-карбоксамидои мидазо -
лил-1--D-рибофуранозид) — при род ное со е ди не -
ние, ана лог и пред шес т вен ник аде но зи на. Бу ду чи
на ря ду с AMP ак ти ва то ром про те ин ки на зы (АМРК), 
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ака де зин име ет ши ро кий те ра пев ти чес кий по тен -
ци ал, нор ма ли зуя уг ле вод ный и ли пид ный об мен
и ог ра ни чи вая про ли фе ра цию опу хо ле вых кле ток
[43—46]. Из вес т на его эф фек тив ность в пре дуп -
реж де нии са хар но го ди а бе та вто ро го типа; нель зя
пе ре о це нить его роль и при ле че нии хро ни чес ких
и ос т рых лей ко зов. Все эти фак то ры обус ло ви ли
боль шой ин те рес к изу че нию свойств нук ле о зи да
ака де зи на, ме то дам его по лу че ния и ко ли чес т вен -
но го оп ре де ле ния.

Ака де зин был по лу чен с по мощью мик ро би о -
ло ги чес ко го ме то да, так как хи ми чес кий син тез, как
и в слу чае ино зи на и ти ми ди на, эко но ми чес ки и эко -
ло ги чес ки не вы го ден. Для ана ли за КЖ штам ма- п ро -
ду цен та ака де зи на, со дер жа щей ги пок сан тин, ино -

зин, 4-ацетиламидо-5-аминоимидазол и гу а но зин,
ис поль зо ва ли ТСХ и ВЭЖХ (в ка чес т ве ре фе рен с но -
го ме то да). ТСХ про во ди ли на вы со ко эф фек тив ных
ТСХ-п лас тин ках Сор б фил с ис поль зо ва ни ем мо де -
ли “Приз ма”[40] и под виж ной фазы сле ду ю ще го
сос та ва: хло ро форм—ме та нол—25%-ный вод ный
ам ми ак ((17,3—12,1):(14,3—8,4):(2,1—4,3)). Вре мя
раз де ле ния сос та ви ло 20—25 мин. Ви зу а ли за цию
пя тен ака де зи на и при ме сей осу щес т в ля ли при
дли не вол ны 254 нм. Ко ли чес т вен но ре зуль та ты
хро ма тог ра фии оце ни ва ли пу тем ден си то мет рии
(при бо ры Shimadzu CS-920, Япо ния, и Ca mag TLC
Scanner 3, Швей ца рия) при дли не вол ны 265 нм
(рис. 2). Пре дел об на ру же ния ака де зи на был ра -
вен 0,05 мкг/пят но, S/N = 21.
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Рис. 1. Раз де ле ние с по мощью ТСХ на плас ти нах Сор -
б фил сме си ос но ва ний и нук ле о зи дов, со дер жа щих ся в КЖ
про ду цен та ти ми ди на: 1 — ти мин; 2 — ти ми дин; 3 — аде но -
зин; 4 — 2-де зок си у ри дин; 5 — ци то зин; 6 — 2-де зок си ци ти -
дин; 7 — ури дин; 8 — ци ти дин; 9 — ино зин. А — ден си то мет -
ри чес кий сиг нал (ден си то метр Shimadzu CS-920)

Та б ли  ца  3

Фак то ры от кли ка нук ле о зи дов – ком по нен тов КЖ про ду цен та ти ми ди на при ден си то мет рии
про дук тов ТСХ на раз лич ных пла с тин ках (=267 нм, n = 6, P 0,95)

Нук ле о зид
Пла с тин ки Сор бфил Пла с тин ки про из вод ст ва фир мы Merck

х , % х , %

Ти ми дин 1,00 1,80 1,00 1,70

2-Де зок си у ри дин 1,03 1,20 1,01 1,70

2-Де зок си ци ти дин 0,73 1,80 0,67 2,90

Ури дин 0,96 0,80 0,94 2,50

Ино зин 0,52 1,80 0,54 3,2

При ме ча ние: х – сред нее зна че ние фак то ра от кли ка при вы бор ке 6 и  — по греш ность сред не го из ме ре ния.

Рис. 2. Ден си тог рам ма раз де ле ния ака де зи на и ми нор -
ных при ме сей в КЖ про ду цен та: 1 —  ино зин, AICAR — ака -
де зин, 2 — ги пок сан тин. Ден си то метр Ca mag TLC Scanner 3



В табл. 4 пред с тав ле ны ре зуль та ты ко ли чес т -
вен но го оп ре де ле ния ака де зи на в об раз цах КЖ
раз лич ных пар тий, по лу чен ных ме то да ми ТСХ с
ден си то мет ри ей и ВЭЖХ. Как вид но из дан ных
табл. 4, ре зуль та ты обо их ме то дов хо ро шо кор ре -
ли ру ют друг с дру гом, r = 0,99350.

С прак ти чес кой точ ки зре ния важ но знать,
как дол го и в ка ких ус ло ви ях мож но хра нить пре -
па ра ты сте риль ной КЖ штам ма- п ро ду цен та ака де -
зи на. Для этих це лей в кон це фер мен та ции (72 ч)
КЖ сте риль но раз ли ва ли по про бир кам и вы дер -
жи ва ли в те че ние 2 сут, 4, 6, 8 и 10 сут при тем пе ра -

ту ре 20°, 4° и —18°. По ис те че нии каж до го из этих 
сро ков про бы ана ли зи ро ва ли ме то дом хро ма то -
ден си то мет рии (табл. 5).

Было ус та нов ле но, что при хра не нии КЖ при
ука зан ных выше тем пе ра ту рах в те че ние 10 сут со -
дер жа ние в ней ака де зи на не из ме ня ет ся.

Так же было про ве де но изу че ние тер ми чес -
кой ус той чи вос ти ака де зи на (99,6% чис то ты) в
вод ных рас т во рах (pH 6,5). Было показано, что ака -
де зин не пре тер пе ва ет дес т рук ции в вод ном рас т -
во ре при 97° в те че ние 25 мин [47, 48].

Биотехнология, 2015, № 6 49

ПРИ МЕ НЕ НИЕ ТОН КОС ЛОЙ НОЙ ХРО МА ТОГ РА ФИИ НА СИ ЛИ КА ГЕ ЛЕ

Та б ли  ца  4

Ре зу ль та ты ко ли че ст вен но го опре де ле ния ака де зи на, г/л, в раз лич ных об раз цах КЖ 
про ду цен та, вы пол нен но го ме то да ми ТСХ с ден си то мет рией и ВЭЖХ

Но мер  об раз ца
ТСХ с ден си то мет рией 

(ден си то метр Shi mad zu CS-920) ВЭЖХ

Кон цен т ра ция, г/л  *, % Кон цен т ра ция, г/л , %

1 2,3 3,5 2,2 1,4

2 3,1 2,4 3,1 2,0

3 3,0 3,3 2,9 2,4

4 2,7 1,9 2,9 3,5

5 3,9 2,6 4,0 1,9

n = 3; P 0,95, r = 0,99350

* См. при ме ча ние к табл. 3.

Та б ли  ца  5

Ко ли че ст вен ное опре де ле ние ака де зи на, г/л, ме то дом хро ма то ден си то мет рии в об раз цах КЖ
про ду цен та по сле хра не ния при раз лич ной тем пе ра ту ре

Срок
хра не ния,

сут

Тем пе ра ту ра хра не ния

20° 4° –18°

С*, г/л , % С, г/л , % С, г/л , %

2 11,3 4,2 11,4 4,6 11,3 3,1

4 11,4 3,7 11,1 4,7 11,2 4,0

6 11,2 4,1 11,2 3,5 11,3 4,5

8 11,0 4,9 11,1 4,6 11,1 4,4

10 11,3 3,7 11,3 4,1 11,1 3,3

n = 3; P 0,95

*  С — кон цен т ра ция про дук та; см. так же при ме ча ние к табл. 3.



Ме то ди ка ко ли чес т вен но го оп ре де ле ния ака -
де зи на ме то дом хро ма то ден си то мет рии ва ли ди ро -
ва на [48], а пре па рат пе ре дан на док ли ни чес кие ис -
пы та ния. 

В зак лю че ние сле ду ет от ме тить, что пред с -
тав лен ный в об зо ре ма те ри ал мо жет быть по ле зен
для оте чес т вен ных ис с ле до ва те лей в ус ло ви ях им -
пор то за ме ще ния.

По лу че но 17.12.15
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Ana ly  sis of  Na tu ra l  Nuc le  o si  des and
the ir De r i va ti  ves by Thin-Lay er Chro ma tog -
rap hy

The re cen t ly pub lis hed data on the se pa ra ti on and qu an ti -
fi ca ti on of na tu ral nuc le o si des and some of the ir de ri va ti ves by
thin-lay er chro ma tog rap hy on si li ca gel have been sum ma ri zed.
The use of more than 20 mo bi le sys tems for the se pa ra ti on of
more than 52 nuc le o si des and de ri va ti ves was dis cus sed; in a few
ca ses, the con di ti ons for the ir den si to met ry qu an ti ta ti ve ana ly sis
af ter the TLC se pa ra ti on were re gar ded. The works per for med in
Gos NI I ge ne ti ka on the de ter mi na ti on of ino si ne, thy mi di ne and
aca de si ne using he re-ma de Sor b fil pla tes were re vi e wed in de ta il.

Key words: den si to met ry, HPLC, nuc le o si des, thin-lay er
chro ma tog rap hy.
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