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Визначення серотоніну в суцільній крові 
спектрофлуорометричним методом

Серотонін – біогенний амін широкого спектра дії і маркер ентеро-
хромафіно-серотонінової системи, яка є основною складовою нейроендо-
кринної регуляції організму. Бере участь у функціонуванні кровообігу, 
центральної нервової, дихальної, травної, сечовидільної систем, а також 
у регуляції нормальних фізіологічних і психофізіо логічних процесів, 
метаболізмі сполучної тканини, в імуногенезі й запаленні, як медіатор 
болю, терморегуляції, сну, пам’яті й ін. За деякими даними, може 
брати участь у алергічних реакціях, оскільки в невеликих кількостях 
синтезується в опасистих клітинах [1, 10, 12]. Із огляду на це, визна-
чення рівня серотоніну в організмі має важливе клініко-діагностичне 
значення для діагностики та контролю ефективності лікування низки 
патологічних станів і захворювань. Доцільність визначення серотоніну 
саме в суцільній крові пов’язана з його високим вмістом у тромбоци-
тах, які здійснюють транспортну функцію останнього.

Існує декілька доступних у виконанні флуорометричних методик 
вимірювання концентрації серотоніну в крові, розроблених у 80–90-х 
роках ХХ ст. [6, 8, 11, 13]. Основні недоліки цих методик – висока 
сумарна похибка вимірювання, низька відтворюваність результатів.

Мета дослідження. Розробити методику визначення концентрації 
серотоніну в крові, яка забезпечує достатню точність вимірювання, а 
також з’ясувати метрологічні характеристики похибки вимірювання 
і нормативи контролю відповідно до сучасних вимог.

Матеріали і методи дослідження. Вивчали фізико-хімічні власти-
вості серотоніну, добирали аналітичний метод визначення речовини, 
будували градуювальну залежність аналітичного сигналу від маси 
речовини в розчині згідно з держстандартами (ГОСТ 8.10–99, ДСТУ 
ГОСТ ИСО 5725–2:2005, ДСТУ–Н РМГ 61:2006) [2, 5, 9].

Результати дослідження та їх обговорення. Серотонін (5-гідрокси-
триптамін, 3-(β-аміноетил)-5-гідроксііндол) – сполука, яка належить 
до моноамінів ряду індолу [7]. Речовина за фізичним станом є білим 
кристалічним порошком, добре розчиняється у воді. Відносна моле-
кулярна маса речовини 176,2 г/моль, емпірична формула N2OC10H12, 
структурна формула представлена на рисунку.

Структурна формула серотоніну.
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У розробці методики вимірювання використано реакцію утворення 
комплексної сполуки серотоніну з нінгідрином, здатної до флуоресцен-
ції. З метою усунення недоліків існуючих методик на етапі аналізу 
оптимізовано умови відбору та зберігання зразків крові, удосконалено 
процес екстракції речовини в органічний розчинник і реекстракції 
у водну фазу.

Для визначення градуювальної характеристики залежності величини 
аналітичного сигналу проби Fі від концентрації серотоніну Сі (мкг/см3) 
готують декілька градуювальних розчинів із концентрацією речовини, 
мкг/см3: 0,0 (нульовий розчин), 0,06, 0,10, 0,30, 0,6, 0,8, 1,0. Вихід-
ний градуювальний розчин із концентрацією серотоніну 100 мкг/см3

готують із серотонінгідрохлориду в перерахунку на серотонін у розчині 
соляної кислоти с(HCl) = 0,01 моль/дм3 і зберігають до трьох тижнів 
за температури 0–5 °С. У колби з притертим корком місткістю 50 
см3 вносять по 2 см3 кожного градуювального розчину, додають по 2 
см3 розчину хлорної кислоти з с(HClО4) = 1,0 моль/дм3 та приблизно 
0,5 см3 розчину натрію гідроксиду з с(NaOH) = 5,0 моль/дм3 (значен-
ня рН розчинів проб має бути в межах 9,5–10,5, контроль – за до-
помогою універсального лакмусового папірця). Перемішавши вміст, 
додають у кожну колбу по 6 см3 бутанолу та по 2 г хлориду натрію 
для екстракції серотоніну. Після 15-хвилинної екстракції вміст колб 
переносять у центрифужні пробірки та центрифугують 20 хв у цен-
трифузі зі швидкістю 3000 об./хв.

Для реекстракції серотоніну в солянокисле середовище верхній 
бутанольний шар із центрифужних пробірок кількісно переносять у 
колби з притертим корком місткістю 50 см3 та додають по 2,5 см3

розчину соляної кислоти з с(HCl) = 0,01 моль/дм3 і по 4 см3 гепта-
ну. Після 15-хвилинної реекстракції суміші з колб переносять у хі-
мічні пробірки та дають розшаруватися фазам упродовж 10–15 хв. 
Із нижньої водної фази відбирають по 2 см3 рідини та переносять 
у градуйовані пробірки з притертими корками, додають по 0,7 см3

фосфатного буфера з рН 7 та по 0,3 см3 3 % розчину нінгідрину, 
перемішуючи після кожного додавання реактивів. Пробірки зати-
кають корками та нагрівають на водяній бані 30 хв за температури 
75–80 °С. Далі охолоджують упродовж 30 хв, доводять об’єм розчи-
ну бідистильованою водою до 3,0 см3 і проводять вимірювання при 
довжині хвилі збудження 365 нм і хвилі флуоресценції 495 нм та 
при довжині оптичного шляху кварцової кювети 10 мм. У нашому 
випадку вимірювання проводили за допомогою спектрофотометра 
флуорометричного MRF-4 (Японія).

Далі отримані результати обробляють за методом найменших ква-
дратів, визначаючи параметри а та b лінійної градуювальної функції. 
При цьому від величини аналітичного сигналу проби віднімають ве-
личину аналітичного сигналу нульового розчину.

Для визначення вмісту серотоніну в крові у пробірку з 0,2 см3

1,34 % розчину оксалату натрію вміщують 2 см3 досліджуваного зразка 
суцільної крові та перемішують. Дослідження слід проводити відразу 
після відбору біоматеріалу. Кров кількісно переносять у центрифуж-
ну пробірку, додають 2 см3 розчину хлорної кислоти з с(HClО4) = 1,0 
моль/дм3 і перемішують 2–3 хв. Через 15 хв пробірки центрифугують 
упродовж 30 хв у центрифузі при швидкості 3000 об./хв. Отриману 
прозору надосадову рідину кількісно переносять у колбу з притертим 
корком місткістю 50 см3 та додають приблизно 0,3 см3 розчину натрію 
гідроксиду з с(NaOH) = 5,0 моль/дм3 (значення рН розчинів проб має 
бути в межах від 9,5 до 10,5, контроль – за допомогою універсального 
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лакмусового папірця) і далі проводять обробку проб як при визначенні 
градуювальної залежності Fі від Сі.

Концентрацію серотоніну в крові С (мкг/см3), як середнє значення 
з двох паралельних проб крові, обчислюють за формулою

С = F – a
b ,

де F – значення аналітичного сигналу проби, що досліджується; а – 
параметр регресії, що дорівнює довжині відрізка, який відсікає гра-
дуювальна пряма на осі ординат; b – параметр регресії, який дорівнює 
тангенсу кута нахилу градуювальної прямої.

Розроблена методика забезпечує вимірювання концетрації серотоніну 
в діапазоні 0,06–1,0 мкг/см3 суцільної крові при відборі 2 см3 зразка 
проби. Сумарна відносна похибка вимірювання не перевищує ±23 % 
при довірчій ймовірності Ð = 0,95, збіжність d становить 6,4 %, від-
творюваність D – 7,8 %, похибка вимірювання K (похибка побудови 
калібрувального графіка) – 15 %.

Методику апробовано при визначенні рівнів серотоніну у здорових 
донорів, який становив 0,08–0,35 мкг/см3 (норма 0,02–0,3 мкг/см3), 
у дітей із вадами сечовидільної системи – 0,06–0,20 мкг/см3, у дітей, 
хворих на обструктивний бронхіт, – 0,17–0,25 мкг/см3, у вагітних жі-
нок – 0,06–1,0 мкг/см3, у осіб із наркотичною залежністю – 0,25–0,8 
мкг/см3 [3, 4].

Висновки. Розроблена методика володіє задовільними метрологіч-
ними та валідаційними характеристиками та може бути рекомендо-
вана для впровадження в практичну медицину для виконання кліні-
ко-діагностичних досліджень, зокрема, при діагностиці та лікуванні 
захворювань, які супроводжуються підвищенням рівня серотоніну в 
суцільній крові.
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Determination of Serotonin in Whole Blood 
by the Spectrofluorimetric Method 

T. ZAZULYAK, Yy. KUZMINOV 
Danylo Halytskyi Lviv National Medical University

The aim of the present work was to develop a method of measuring the concentration 
of serotonin in blood, which provides sufficient accuracy of measurement, and metro-
logical characteristics of measurement and standards of control in according to modern 
requirements. The actual methods were developed in 80–90-s of the 20th century. The 
main disadvantages of these methods are: accumulated error of measurement and low 
data reproduction, which reduce the accuracy of measurement. The study carried out by 
examining the physical and chemical properties of serotonin, selection of the analytical 
method for determining the substance, constructing calibration curve of the analytical 
signal from the substance mass in solution.

The reaction of formation a fluorescing complex of serotonin with ninhydrin has been 
used during the development of measurement spectrofluorimetric method.

To resolve an imperfection of existing methods conditions for selection and storage 
of blood samples were optimized, extraction phases of matter in an organic solvent and 
re-extraction in the aqueous phasewere improved.

The findings were processed by the least squares method and also parameters a and 
b of the linear calibration function were determined. At that the value of the analyti-
cal signal of null solution was subtracted from the value of analytical signal of sample.

To determine blood serotonin, 2 cm3 of the whole blood test sample was placed in 
a test tube with 0.2 cm3 1.34 % solution of sodium oxalate and mixed. Such research 
should be carried out immediately after collection of biological material. Blood quantita-
tively transferred to the centrifuge tube, added 2 cm3 solution of hydrochloric acid with 
the concentration 1.0 mol/dm3 and mixed for 2–3 minutes. After 15 minutes the tubes 
were centrifuged for 30 minutes at 3000 rpm. The resulting supernatant fluid quanti-
tatively was transferred to 50 cm3 glass-stoppered flask and approximately 0.3 cm3 of 
sodium hydroxide solution with the concentration 5.0 mol/dm3 was added (pH of sample 
solutions has to be in the range of 9.5 to 10.5, control – with a universal litmus paper). 
Further processing of the samples was carried out as in establishing the calibration de-
pendence Fi from Ci.
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The method provides a measurement of concentration of serotonin in the range from 
0.06 g/cm3 to 1.0 g/cm3 of whole blood in the selection of 2 cm3 sample piece. The total 
relative measurement error does not exceed ± 23 % at a confidence figure of P = 0.95, 
convergence d is 6.4 %, reproducibility D is 7.8 %, measurement errors (error construct-
ing the calibration chart) K is 15 %.

The method was tested in determination of serotonin levels in healthy volunteers 
and ranged from 0.08 mсg/cm3 to 0,35 mсg/cm3 (the norm is from 0.02 mсg/cm3 to 
0.3 mсg/cm3);in children with the defects of urinary system – from 0.06 mсg/cm3 to 
0.20 mcg/cm3; in children with obstructive bronchitis – from 0.17 mcg/cm3 to 0.25 mcg/
cm3; pregnant women – from 0.06 mcg/cm3 to 1.0 mcg/cm3; in individuals with drug 
addiction – 0.25 mcg/cm3 to 0.8 g/cm3.

The method has satisfactory metrological characteristics, accords with modern require-
ments for the validation of measurement methods and can be recommended to perform 
clinical diagnostic studies.

Key words: serotonin, the whole blood, the method of measurement, accuracy.


