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Рассмотрена возможность определения образования иммунных комплексов с использованием антител,

меченных наночастицами коллоидного золота и методов оптической спектроскопии. Проведены реги-

страция и анализ изменения спектральных характеристик золей золотых частиц диаметром 15, 60 и

90 nm, конъюгированных с иммуноглобулинами в присутствии антигенов возбудителей особо опасных

инфекций. Полученные данные свидетельствуют о том, что разработанный методический подход оптической

регистрации иммунных комплексов может явиться перспективным в создании иммунохимических методов

идентификации возбудителей инфекционных болезней.
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Введение

Спектроскопические методы анализа, основанные на

взаимодействии атомов и молекул, входящих в состав

вещества, с электромагнитным излучением, могут быть

использованы в микробиологических исследованиях для

определения высокомолекулярных соединений — кор-

пускулярных антигенов микроорганизмов, содержащих-

ся в исследуемой пробе. В настоящей работе рассмотре-

на возможность изучения спектров поглощения, прошед-

шего через клетки излучения, что позволяет получать

информацию о биологических молекулах в их составе,

обладающих широкими полосами поглощения.

Известно, что для индикации и идентификации возбу-

дителей инфекционных болезней наряду с молекулярно-

генетическими и бактериологическими методами приме-

няют иммунологические методы диагностики, основан-

ные на реакции взаимодействия специфических антител

с антигенами микроорганизмов и выявлении образовав-

шихся иммунных комплексов [1]. Для оптической и визу-

альной регистрации специфической иммунологической

реакции традиционно применяют антитела c фермент-

ными, флуоресцентными метками или иммобилизован-

ные на различных видах носителей (эритроцитарных,
латексных) [2,3]. Измеряется интенсивность сигнала све-

чения меченых молекул. Однако, несмотря на высокую

чувствительность и доступность флуоресцентных ме-

ток, такой способ регистрации является фотохимически

нестабильным, квантовый выход зависит от окружающей

среды и требует наличия дорогостоящих детекторов [4].
В настоящее время представляет интерес использование

различных видов наноматериалов для выявления антиге-

нов микроорганизмов, характеризующиеся высокой ста-

бильностью и устойчивостью к воздействию различных

факторов, изменяющих свои оптические свойства при

образовании иммунных комплексов [5]. Так, сферические
наночастицы металлов могут применяться в качестве

частиц-меток.

Металлические наночастицы обладают свойством по-

верхностного плазмонного резонанса, когда под дей-

ствием переменного электрического поля возникают

коллективные колебания электронов проводимости [6,7].
Метод иммуноанализа с использованием частиц кол-

лоидного золота (КЗ) является перспективным направ-

лением исследований, в связи с зависимостью спектраль-

ных характеристик золей от размеров наночастиц и их

конъюгатов с биополимерами. Этот метод основан на

свойстве биомолекул, адсорбированных на поверхности

металлических наночастиц, сохранять способность всту-

пать в возникающие биоспецифические реакции [8,9].
В отличие от иммуноферментного анализа, при исполь-

зовании наночастиц КЗ, которые не являются токсичны-

ми, отсутствует необходимость дополнительного этапа

инкубации с антивидовыми конъюгатами и субстратного

проявления комплексов антител с антигеном, отсутству-

ет использование канцерогенных веществ в составе суб-

страта (ABTS, O-дианизидин). Использование золотых

наночастиц в качестве частиц-меток позволило упро-

стить и ускорить методы регистрации эффектов специ-

фического связывания в аналитических системах [10–13].
Белковые молекулы, конъюгированные на наночастицах,

вступая во взаимодействие с биоспецифическими пара-

ми (реакция антиген-антитело) формируют вторичную

биополимерную оболочку, образование которой приво-
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дит к изменению физико-химических свойств золя с

последующим изменением цвета [14]. Чувствительность
метода регистрации с использованием металлических

наночастиц в 60 раз превышает чувствительность при-

менения флуоресцентных меток.

В представленной работе проведена оценка возмож-

ности применения антител, меченных КЗ, для оптиче-

ской регистрации образования иммунных комплексов,

а также оптимизация способов выявления специфиче-

ской реакции и определение критериев дифференциации

специфических изменений в результате агрегации и

седиментации частиц.

Получение наночастиц КЗ разного
диаметра

Коллоидные растворы металлов могут быть получены

различными физико-химическими методами. В наших

исследованиях КЗ получали восстановлением золото-

хлористоводородной кислоты (ЗХВК) цитратом натрия.

Метод, предложенный Френсом [15], позволяет получать
достаточно стабильные и гомодисперсные золи золота,

разные по размеру диаметра частиц от 15 до 90 nm. Для

получения стабильных наночастиц золота определенно-

го размера использовали разные концентрации цитрата

натрия.

Приготовление золя золота со средним размером

частиц 15−17 nm осуществляли следующим образом.

В колбу наливали 49.16 ml деионизованной воды, доводи-

ли до кипения с обратным холодильником на магнитной

мешалке с электроподогревом, далее добавляли 0.5ml

1% ЗХВК и увеличивали обороты мешалки, затем до-

бавляли 1.56ml 1%-ного раствора цитрата натрия, про-

должали кипятить в течение 20 min. Получали раствор

красного цвета.

Далее получали КЗ с частицами, имеющими средний

диаметр 60 и 90 nm. Суть метода, как было описано

выше, заключалась в следующем: к кипящему 1%-ному

водному раствору ЗХВК добавляли раствор цитрата

натрия в различных концентрациях, изменяемых в за-

висимости от требуемого размера частиц. Для полу-

чения золя золота со средними размерами частиц 60

и 90 nm использовали меньшие количества раствора

цитрата натрия (0.34 и 0.22ml соответственно) для

восстановления ЗХВК.

Отработка условий конструирования
конъюгатов наночастиц золота
с противочумными иммуноглобулинами

В качестве иммунореагентов для конъюгации с нано-

частицами КЗ различного диаметра использовали лоша-

диную противочумную сыворотку.

Оптимальные для стабилизации золотых наночастиц

условия обычно достигаются при возможно более низ-

кой ионной силе раствора зонда и значениях рН на

0.5 единиц выше изоэлектрической точки стабилизиру-

ющего вещества. Для достижения таких условий рН

золя золота доводили до 9.0 добавлением 0.2М раствора

карбоната калия. Минимальное защитное количество

стабилизирующего вещества мы определяли в иммуно-

логических планшетах с лунками объемом 200 µl. В тех

лунках, где условия среды не были оптимальными по

”
золотому числу“, происходила агрегация частиц золя

после добавления к нему 20 µl 10%-ного раствора хло-

ристого натрия. Агрегация сопровождалась изменением

цвета золя с красного на голубой или серый.

После определения минимального количества сыво-

ротки способной полностью стабилизировать золь зо-

лотых наночастиц, проводили конъюгацию, причем сы-

воротку брали в избытке, в объеме примерно на 20%

больше определенного в тесте
”
золотое число“.

При перемешивании на магнитной мешалке к необхо-

димому количеству иммунореагента добавляли раствор

КЗ с оптимальным значением рН. Процесс конъюгации

длится 15 min. Затем к конъюгату, продолжая переме-

шивание, добавляли вторичный стабилизатор, 0.5%-ный

раствор полиэтиленгликоля ПЭГ-20000 до конечной кон-

центрация 0.02% и перемешивали в течение 15 min. По-

лученный диагностикум выдерживали при температуре

(5± 1)◦С не менее 1 h.

Определение формы и размеров КЗ и их конъюга-

тов проводили на сканирующем зондовом микроскопе

(СЗМ) Solver P47-PRO (NT-MDT, Россия) с исполь-

зованием кремниевых кантилеверов NSG01 (NT-MDT,

Россия), напыленных золотом (резонансная частота кан-

тилевера составляла 120 kHz, константа жесткости —

5.5N/m). Исследования выполняли в режиме прерыви-

стого контакта следующими методами: полуконтактным,

рассогласования. Образцы препарировали путем нане-

сения на покровное стекло 4 µl суспензии частиц КЗ с

дальнейшим высушиванием при комнатной температуре.

Экспериментальные измерения

Проведение спектрофотометрического анализа и реги-

страция спектральных характеристик золей золотых ча-

стиц, конъюгированных с иммуноглобулинами в присут-

ствии антигенов возбудителей особо опасных инфекций,

осуществлялось с использованием оптической схемы,

представленной на рис. 1.

Разработанная оптическая конфигурация включает ис-

точник излучения AvaLight-HAL (Avantes, Нидерланды)
со спектральным диапазоном длин волн от 360 до

1700 nm, имеющий разъем SMA 905, оборудованный

настраиваемым фокусированием. Cвет от источника из-

лучения поступает через входной оптоволоконный ка-

бель (световод) P400-025-SR (Ocean Optics, США) в

пластиковую спектрофотометрическую кювету с длиной

оптического пути 10 nm (Eppendorf, Германия), уста-

новленную в держателе кювет CUV-UV/VIS (Avantes,
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Рис. 1. Оптическая схема проведения спектрофотометриче-

ского анализа. 1 — источник излучения, 2, 6 — оптоволокон-

ные кабели, 3, 5 — коллимирующие линзы держателя кювет,

4 — кювета, 7 — спектроанализатор, 8 — коллимирующее

зеркало спектрометра, 9 — ПЗС-детектор.

Нидерланды), во входных отверстиях которого располо-

жены коллимирующие линзы. Прошедший через образец

свет передается по выходному световоду в спектрометр

HR4000 (Avantes, Нидерланды) со спектральным диапа-

зоном от 200 до 1100 nm, соединенный с компьюте-

ром [16].

В качестве образца сравнения использовался физио-

логический раствор, что позволило частично учесть

поглощение воды в УФ области спектра.

Кюветы с исследуемым материалом (конъюгатами
золей золота со взвесями микроорганизмов) поочередно
помещали в держатель кювет и регистрировали спектр

поглощения раствора. Спектры каждой пробы сохраняли

в отдельном файле.

Штаммы Y. pestis культивировали на агаре и бу-

льоне Хоттингера (рН 7.2), 3%-ном кровяном агаре

(рН 7.2) при температуре 28◦С в течение 48 h. Штаммы

F. tularensis культивировали на FT-агаре при температу-

ре 37◦С в течение 48 h. Агаровые культуры микроор-

ганизмов для проведения исследований снимали петлей

и суспендировали в 5ml физиологического раствора до

концентрации, соответствующей 10 единиц отраслевого

стандартного образца мутности (ОСО 42-28-85П). Взве-
си микроорганизмов обеззараживали в соответствии с

СП 1.3.3118-13 [17].

Результаты и их обсуждение

По данным СЗМ метода исследований размеры золей

золотых частиц составили в среднем — 15, 60 и 90 nm.

Спектры этих золей имеют пики поглощения с максиму-

мами при длине волны λ, равные 518, 533 и 540 nm соот-

ветственно. Сами же металлические наночастицы имели

сферическую и вытянутую (овальную) формы. Следует

отметить, что конъюгация золей золота с антителами

чумного микроба приводит к смещению максимума по-

глощения золей в длинноволновую область на 4−8 nm.

Изменение оптических свойств золотых золей обу-

словлено формированием полимолекулярной оболочки

при адсорбции антител на поверхности частиц золота.

Адсорбция белка изменяет диэлектрическую проницае-

мость среды вблизи поверхности наночастиц, и в реги-

стрируемых спектрах поглощения наблюдаются разли-

чия по сравнению со спектрами исходных золей [18].

Для оценки возможности применения антител, ме-

ченных КЗ, для регистрации образования иммунных

комплексов с использованием метода спектрофотомет-

рии исследованы изменения оптических свойств конъ-

югатов золей с чумными иммуноглобулинами при ад-

сорбции гомологичных антигенов Yersinia pestis. Так,

при добавлении взвеси чумного микроба в концентра-

ции 5 · 108 CFU/ml к раствору биоконъюгата образует-

ся спектр поглощения, представляющий собой сумму

спектров поглощения Y. pestis и биоконъюгата (рис. 2),
обладающего двумя максимумами. Первый пик распо-

ложен в области 380−430 nm, который характерен для

микробных клеток, а второй пик вблизи максимума

поглощения КЗ 520−540 nm. Для конъюгата антител с

золотыми наночастицами размерами 15, 60 и 90 nm при

добавлении взвеси чумного микроба до начала инкуба-

ции максимум поглощения наблюдался при длинах волн

519, 536 и 540 nm соответственно.

После инкубирования смеси в течение 30 min при

температуре 37◦С наблюдается уменьшение амплиту-

ды коротковолновой полосы поглощения в среднем на

20% по сравнению с моментом времени до инкубации

(рис. 3). Это приводит к видимому сдвигу максимума

поглощения, расположенного на 520−540 nm в длин-

новолновую область на 2, 2 и 4 nm для конъюгатов

с золотыми наночастицами размерами 15, 60 и 90 nm

соответственно. При этом его оптическая плотность

увеличивается примерно на 9%.

Для сравнения были изучены спектральные харак-

теристики взаимодействия конъюгатов золей при до-

бавлении гетерологичных антигенов взвеси Francisella

tularensis, взятой в концентрации 1 · 108 CFU/ml (рис. 4).
При данном неспецифическом взаимодействии отсут-

ствует ярко выраженный пик поглощения в диапазоне

380−430 nm, наблюдаемый при образовании комплексов

антиген–антитело.
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Рис. 2. Спектры поглощения взвесей микроорганизмов

Y. pestis с иммуноглобулинами чумными, меченными КЗ

(IgAu). 1 — IgAu (15 nm) + Y.‘pestis 0 min, 2 — IgAu (60 nm)
+ Y. pestis 0 min, 3 — IgAu (90 nm) + Y. pestis 0 min
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Рис. 3. График изменений спектров поглощения взвесей мик-

роорганизмов Y. pestis после инкубации с иммуноглобулинами

чумными мечеными коллоидным золотом (IgAu). 1 — IgAu

(15 nm) + Y. pestis 30 min при температуре 37◦С, 2 — IgAu

(60 nm) + Y. pestis 30 min при температуре 37◦С, 3 — IgAu

(90 nm) + Y. pestis 30 min при температуре 37◦С.
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Рис. 4. Спектры поглощения взвесей микроорганизмов

F. tularensis с иммуноглобулинами чумными мечеными колло-

идным золотом (IgAu). 1 — IgAu (15 nm) + F. tularensis 0 min,

2 — IgAu (60 nm) + F. tularensis 0 min, 3 — IgAu (90 nm) +
F. tularensis 0 min.

После процедуры инкубации этот пик становится еще

более неочевидным, а в области 500−600 nm изменения

резонансной полосы не происходит (рис. 5). Происходит

снижение оптической плотности среды в коротковолно-

вой области в среднем на 9%.

Наблюдаемое снижение оптической плотности в диа-

пазоне 360−430 nm объясняется оседанием незначитель-

ного количества клеток во время инкубации. Изменение

хода кривой поглощения происходит вследствие неспе-

цифического изменения размеров рассеивателей.

Следовательно, характерных изменений в графи-

ках, наблюдаемых при образовании комплекса антиген-

антитело с КЗ при взаимодействии туляремийного мик-

роба и противочумной сыворотки, нет, что указывает на

отсутствие специфической реакции.

Выводы

В результате проведенных исследований получены

биоконъюгаты КЗ с антителами против антигенов

Yersinia pestis и подобраны условия синтеза, обеспечи-

вающие получение частиц золота со средним размером

15−17, 60 и 90 nm. Изучение спектров поглощения

золей в видимой области электромагнитного излучения

показало, что при адсорбции антител на наночастицах

золота происходит смещение максимума поглощения

золей в длинноволновую область на 4−8 nm. Проде-

монстрирована возможность регистрации специфиче-

ской реакции взаимодействия антител при инкубации

с гомологичными антигенами чумного микроба при

помощи спектрофотометрии. В данном случае наблю-

дается уменьшение амплитуды коротковолновой полосы

поглощения на 20%, смещение максимума поглощения,

расположенного на 520−540 nm, в длинноволновую об-

ласть на 2−4 nm и увеличение интенсивности погло-

щения на 9%. При неспецифическом взаимодействии

изменений в коротковолновой области и резонансной

полосы в диапазоне 500−600 nm не наблюдается, что

может служить критерием отсутствия специфического

взаимодействия.

Таким образом, на основании полученных эксперимен-

тальных данных можно сделать вывод, что методический

прием оптической регистрации образования иммунных

комплексов (антиген–антитело), меченных КЗ, может

явиться перспективным подходом в создании иммунохи-

мических методов идентификации возбудителей инфек-

ционных болезней.
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Рис. 5. График изменений спектров поглощения взвесей

микроорганизмов F. tularensis после инкубации с иммуногло-

булинами чумными мечеными коллоидным золотом (IgAu).
1 — IgAu (15 nm) + F. tularensis 30 min при температуре 37◦С,

2 — IgAu (60 nm) + F. tularensis 30 min при температуре 37◦С,

3 — IgAu (90 nm) + F. tularensis 30 min при температуре 37◦С.
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