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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы. Одной из наиболее важных и актуальных задач в области аналити-

ческой биотехнологии является разработка новых простых методов и устройств, позво-

ляющих осуществлять экспресс-анализ различных соединений в объектах окружающей 

среды или в биологических жидкостях. В основе функционирования таких биоаналитиче-

ских устройств лежат общие процессы первоначального "узнавания" анализируемого ве-

щества в растворе, осуществляемого, как правило, за счет эффективных биоспецифиче-

ских взаимодействий (например, типа антиген-антитело), и последующие преобразования 

в системе, приводящие к их "визуализации" путем введения в образующийся иммуноком-

плекс специальной метки. В результате наличие в образце анализируемого вещества мо-

жет быть определено визуально или с использованием соответствующего инструменталь-

ного оборудования.  

 Наиболее распространенным из быстрых методов определения целевых аналитов 

является латеральный проточный иммуноанализ (ЛПИА), также известный в литературе 

как иммунохроматографический анализ. Принцип действия ЛПИА объединяет иммуно-

химический и хроматографический методы и основан на специфических взаимодействиях 

между аналитом и распознающими его антителами, протекающих в различных частях 

мембранной тест-полоски с предварительно иммобилизованными специфическими реа-

гентами и инициируемых добавлением жидкого образца. Результатом ЛПИА является по-

явление окрашенных линий в тестовой зоне устройства, интенсивность окраски которых 

соответствует содержанию исследуемого аналита. Как правило, метод ЛПИА использует-

ся для полуколичественного определения содержания определенных веществ в крови или 

сыворотке, называемых биомаркерами. Тесты на основе принципа иммунохроматографии 

предельно просты в использовании и могут применяться на любом этапе оказания меди-

цинской помощи населению, как для самодиагностики или диагностики непосредственно 

в кабинете врача при проведении профилактических осмотров, так и в клинико-

диагностических лабораториях с высоким уровнем оснащенности.  

В области медицинской диагностики одной из актуальных проблем является свое-

временное выявление сепсиса и бактериальных инфекций. Вследствие поздней диагно-

стики и лечения уровень смертности от сепсиса остается высоким. В связи с этим важна 

дифференциальная диагностика инфекции и сепсиса. По результатам исследований по-

следних лет, наиболее перспективным маркером сепсиса является белок прокальцитонин 

(ПКт). При бактериальных инфекциях и различных формах тяжелого системного воспале-

ния, уровень ПКт в крови повышается в десятки и сотни раз и часто коррелирует с тяже-
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стью состояния. На сегодняшний день для определения уровня ПКт в сыворотке предло-

жен ряд качественных и количественных методов анализа. Обычно количественное опре-

деление ПКт проводится с помощью специализированных аналитических платформ, 

обеспечивающих наименьшие затраты труда. Однако, недостатками данных видов анализа 

являются высокая стоимость и достаточно длительное время проведения тестирования, 

что во многих случаях оказывается критичным параметром.  

В связи с этим основным направлением данного исследования является разработка 

простых и недорогих тест-систем для полуколичественного или количественного экс-

пресс-определения ПКт в сыворотке крови человека, которые можно использовать для 

ранней диагностики тяжелой бактериальной инфекции (сепсиса) и контроля за эффектив-

ностью антибиотикотерапии.  

Цели и задачи исследования. Целью настоящей работы является разработка методов 

ЛПИА для количественного и визуального полуколичественного определения ПКт в сы-

воротке крови в клинически важных диапазонах концентраций для выявления и контроля 

развития сепсиса.  

Для достижения поставленной цели требовалось решить следующие задачи: 

• получить и охарактеризовать компоненты разрабатываемых аналитических тест-систем, 

оптимизировать условия иммобилизации антител на мембранах, состав и свойства конъю-

гатов антител с наночастицами золота сферической и несферической формы различного 

размера для определения ПКт методом ЛПИА в необходимых диапазонах концентраций;  

• разработать тест-системы, позволяющие осуществлять определение ПКт в клинически 

важных диапазонах концентраций с приборной регистрацией результатов путем исполь-

зования различных типов меток и высокочувствительных систем регистрации измеряемо-

го аналитического сигнала (например, золотые наночастицы несферической формы, кван-

товые точки, агломераты наночастиц золота, гигантское комбинационное рассеяние и др.);  

• разработать полуколичественные тест-системы для визуального безинструментального 

экспресс-определения модельных маркеров и ПКт, позволяющие проводить оценку нали-

чия анализируемых соединений в заранее заданном числе определенных концентрацион-

ных диапазонов;  

• апробировать разработанный полуколичественный ЛПИА для экспрессного определения 

ПКт на реальных образцах сыворотки крови и провести сравнительную оценку получен-

ных результатов с методом иммуноферментного анализа (ИФА).  

Научная новизна. Разработаны основные принципы создания быстрых тест-систем на 

основе принципа ЛПИА с использованием наночастиц золота в качестве метки для опре-

деления концентрации ПКт с целью дифференциальной диагностики между различными 
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клиническими состояниями и тяжелой бактериальной инфекцией (сепсисом). Изучено 

влияние размера наночастиц золота на характеристики ЛПИА, подобраны оптимальные 

компоненты, комбинации и концентрации антител, иммобилизованных на аналитической 

мембране и в конъюгате с наночастицами золота. Разработан количественный ЛПИА ПКт 

с использованием наночастиц золота в качестве метки на основе фотометрической детек-

ции. С целью точного определения ПКт в "серой зоне" концентраций (от 0,25 до 2 нг/мл) 

разработаны новые подходы для снижения предела обнаружения антигена, основанные на 

модификации наночастиц золота (например, использование укрупненных агломератов на-

ночастиц золота, дополнительное введение ферментной метки, применение наночастиц 

золота несферической формы в виде «звезд», «попкорна»). 

Предложен новый визуальный экспресс-метод на основе градиентного принципа 

ЛПИА для определения биомаркеров в заранее заданном количестве диапазонов концен-

траций путем подсчета числа проявившихся тестовых линий на тест-полосках. Отработка 

принципа градиентного ЛПИА проведена на модельной тест-системе для полуколичест-

венного определения хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) в пяти диапазонах 

концентраций, соответствующих начальным (до 4 недель) срокам беременности. Данный 

принцип градиентного ЛПИА с использованием в качестве метки наночастиц золота в 

форме сфер или попкорна реализован для быстрой визуальной оценки клинически значи-

мых диапазонов концентраций ПКт в сыворотке крови: менее 0,25 нг/мл (отсутствие забо-

левания); от 0,25 до 0,5 нг/мл (локальная бактериальная инфекция); от 0,5 до 2 нг/мл (сис-

темная инфекция); от 2 до 10 нг/мл (инфекционный процесс с системным воспалением, 

приводящем к сепсису); более 10 нг/мл (тяжелый сепсис или септический шок). 

Практическая значимость работы. В результате проведенных исследований создана 

тест-система на основе градиентного принципа ЛПИА для визуального и быстрого опре-

деления клинически значимых диапазонов концентраций ПКт в сыворотке крови. Эффек-

тивность разработанной тест-системы была подтверждена сравнением результатов гради-

ентного ЛПИА ПКт с результатами, полученными стандартным твердофазным ИФА. Бы-

ло показано, что разработанная тест-система позволяет проводить дифференциальную ди-

агностику между различными клиническими состояниями и тяжелой бактериальной ин-

фекцией (сепсисом). Основными преимуществами разработанного градиентного ЛПИА 

для полуколичественного определения ПКт являются быстрота (10-15 минут) и простота 

тестирования путем соотнесения числа окрашенных тестовых линий с диапазоном кон-

центраций исследуемого соединения, а также возможность проведения анализа вне лабо-

раторных условий.  
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Апробация работы. Основные результаты работы представлены на IX Всероссийской 

конференции "Высокореакционные интермедиаты химических и биохимических реакций" 

(Москва, 2014), I Всероссийской конференции с международным участием "Химический 

анализ и медицина" (Москва, 2015), VIII Московском международном конгрессе "Биотех-

нология: состояние и перспективы развития" (Москва, 2015), IX Международной конфе-

ренции молодых ученых по химии "Менделеев 2015" (Санкт-Петербург, 2015), VI Между-

народном молодежном медицинском конгрессе "Санкт-Петербургские научные чтения – 

2015" (Санкт-Петербург, 2015), 10-й Международной конференции "Биокатализ-2015" 

(Москва, 2015), Международном студенческом форуме (Кельце, Польша, 2015), Европей-

ской конференции «ЕвроАнализ 2015» (Бордо, Франция, 2015), Международном моло-

дежном форуме "Ломоносов-2016" (Москва, 2016), IV Международной научно-

практической конференции "Наноматериалы и живые системы" (Москва, 2016), Между-

народном научном форуме "Open science" (Санкт-Петербург, 2016), Международной кон-

ференции со школой и мастер-классами для молодых ученых "Химическая технология 

функциональных наноматериалов" (Москва, 2017), 5-ой Международной научно-

практической конференции "Наноматериалы и живые системы" (Казань, 2018).  

Публикации. По материалам диссертационной работы опубликовано 16 работ, в том чис-

ле 4 статьи в изданиях, индексируемых в базах данных "Web of Science" и "Scopus" и вхо-

дящих в Перечень журналов ВАК, 12 тезисов докладов на международных и российских 

конференциях. 

Объем и структура работы. Диссертационная работа состоит из введения, обзора лите-

ратуры (глава 1), экспериментальной части (глава 2), результатов и обсуждения (глава 3), 

выводов, списка цитируемой литературы. Работа изложена на 145 страницах, содержит 13 

таблиц и 51 рисунок. Список литературы включает 186 ссылок.  

Используемые сокращения. ЛПИА – латеральный проточный иммуноанализ, ПКт – 

прокальцитонин, ИФА – иммуноферментный анализ, НЧЗ – наночастицы золота, Ат – ан-

титела, пАт – поликлональные антитела, мАт – моноклональные антитела, ЗХВК – золо-

тохлористоводородная кислота, ПЭМ – просвечивающая электронная микроскопия, ПХ – 

пероксидаза хрена, КТ – квантовые точки, ГКР – гигантское комбинационное рассеяние, 

МБК – меркаптобензойная кислота, ХГЧ – хорионический гонадотропин человека. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ДИССЕРТАЦИОННОЙ РАБОТЫ 

1. ЛПИА с использованием в качестве метки сферических НЧЗ для определения ПКт 

Основной задачей данного этапа работы являлась разработка быстрой тест-системы 

на основе стандартной схемы ЛПИА с использованием в качестве инструментально (или 

визуально) детектируемой метки - НЧЗ сферической формы. Разработка стандартного 

ЛПИА ПКт включала решение следующих задач: получение сферических НЧЗ и стабиль-

ных конъюгатов метки со специфическими Ат; подбор оптимальных компонентов, мате-

риалов и соотношений реагентов. С целью изучения влияния размера метки на аналитиче-

ские характеристики ЛПИА в работе исследовали НЧЗ размером от 20 до 100 нм.  

1.1. Получение НЧЗ и определение размерных характеристик 

Сферические НЧЗ диаметром 20-50 нм получали по методу Френса путем варьиро-

вания количества добавляемого к ЗХВК восстановителя, цитрата натрия. Образцы НЧЗ 

большого диаметра готовили путем двухстадийного синтеза. На первой стадии готовили 

зародышевый коллоидный раствор НЧЗ, который на втором этапе объединяли с ростовым 

раствором (ЗХВК, цитрат натрия, гидрохинон) для получения сфер большого размера. 

Размерные характеристики образцов НЧЗ оценивали спектрально и с помощью ПЭМ (таб-

лица 1).  

Таблица 1. Размерные характеристики образцов НЧЗ 

Образец Пик плазмонного резонанса, нм Средний диаметр, нм (ПЭМ) 

№ 1 520 20,0 ± 1,0 

№ 2 530 35,1 ± 2,3 

№ 3 537 50,4 ± 1,6 

№ 4 547 70,2 ± 1,8 

№ 5 582 100,2 ± 2,0 
 

1.2. Получение конъюгатов Ат с НЧЗ 

Для получения стабильных конъюгатов пАт с НЧЗ определяли оптимальные значе-

ния рН и концентрации Ат. По зависимостям оптических поглощений коллоидных рас-

творов НЧЗ при добавлении NaCl (10 %) от концентрации Ат при различных значениях 

рН были установлены следующие оптимальные условия образования конъюгатов: рН=7,0-

7,5 и концентрация пАт 15 мкг/мл (диаметр 20 и 35 нм); 20 мкг/мл (диаметр 50 нм) и 40 

мкг/мл (диаметр 70, 100 нм). Таким образом, для получения стабильных конъюгатов Ат, 

меченных золотыми наносферами большого размера, необходимо использовать более вы-

сокие концентрации иммунореагентов. 

1.3. Выбор компонентов ЛПИА тест-системы для определения ПКт 

Одной из задач при разработке ЛПИА тест-системы является выбор пары Ат, обес-

печивающей низкий предел обнаружения и широкий диапазон определяемых концентра-
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ций исследуемого аналита. В этой связи были исследованы возможные парные комбина-

ции доступных коммерческих мАт и пАт, когда на мембрану наносили один вид Ат, а 

конъюгат с НЧЗ готовили с другими Ат. Наиболее низкий предел обнаружения и высокий 

аналитический сигнал были получены для пары мАт <CB5>, иммобилизованных на мем-

бране, и конъюгата пАт с НЧЗ.  

Поскольку целью работы является разработка тест-системы для определения ПКт в 

сыворотке крови, выбор аналитической мембраны и мембраны для образца осуществляли 

путем пропускания образца по тест-полоске, не содержащей специфических реагентов. 

Для проведения эксперимента фиксировали объем (100 мкл сыворотки) и время протека-

ния (10 минут) образца. Комбинации аналитической и мембраны для образца выбирали 

согласно условию прохождения образца до впитывающей мембраны. Для разных комби-

наций мембран проводили ЛПИА в стандартных растворах ПКт. Для дальнейших экспе-

риментов была выбрана аналитическая мембрана CNPC (15 мкм, MDI, Индия), обеспечи-

вающая наиболее высокий аналитический сигнал и быстроту проведения тестирования, в 

комбинации с мембраной для образца GFB-R4 (MDI). 

1.4. Разработка ЛПИА тест-системы для определения ПКт 

Тест-полоску для проведения ЛПИА с использованием НЧЗ в качестве метки соби-

рали согласно схеме, представленной на рис. 1. Поскольку ПКт является высокомолеку-

лярным соединением, то в работе использовалась сэндвич-схема анализа. Для формирова-

ния тестовой и контрольной линий на аналитическую мембрану наносили мАт к ПКт и 

белок А, соответственно. Стекловолоконную мембрану для конъюгата пропитывали рас-

твором пАт, меченных НЧЗ, и затем высушивали. При добавлении образца, содержащего 

ПКт, на мембрану 2, начиналось его движение вдоль полоски под действием капиллярных 

сил. В присутствии антигена при прохождении вдоль полоски происходило взаимодейст-

вие его с конъюгатом Ат, меченных НЧЗ, с образованием комплекса антиген-меченые Ат. 

В тестовой зоне полоски специфические Ат связывали иммунокомплекс с образованием 

тройного окрашенного сэндвич-комплекса. Интенсивность окрашивания тестовой линии 

зависела от количества исследуемого вещества в образце.  

 

 

 

Рис. 1. Схема строения ЛПИА тест-полоски: 1- аналитическая мембрана; 2- мембрана 

для образца; 3- мембрана для конъюгата, модифицированная раствором конъюгата пАт 

с НЧЗ; 4- тестовая линия, на которой иммобилизованы мАт; 5- контрольная линия; 6- 

впитывающая мембрана; 7- пластиковая подложка. 
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 С увеличением размера используемой метки до 35 нм наблюдалось незначительное 

усиление аналитического сигнала в области низких концентраций ПКт (рис. 2), что можно 

объяснить более контрастной, пурпурной окраской метки на полоске, которая визуально 

легче детектируется; а также увеличением площади поверхности частиц, что повышает 

выход иммобилизованных Ат на поверхности частиц. Однако, дальнейшее увеличение 

размера НЧЗ до 50 нм приводит к снижению аналитического сигнала, а частицы с разме-

ром 70 и 100 нм формируют полоску бледно-серого цвета, которую трудно оценить визу-

ально или с помощью прибора.  

Таким образом, можно сделать вывод, что увеличение размера сферических НЧЗ от 

20 до 35 нм приводит к незначительному повышению предела детекции в анализе. Предел 

обнаружения ПКт методом ЛПИА с использованием в качестве метки сферических НЧЗ 

размером 35 нм составил 0,5 нг/мл (рис. 3). Применение в качестве метки в ЛПИА сфери-

ческих наночастиц большого размера (более 40 нм) нецелесообразно из-за низкой ста-

бильности таких коллоидных растворов, а также снижения интенсивности окрашивания 

метки, что приводит к сложности визуального или приборного детектирования результата 

на тест-полоске.  
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 Рис. 2. Градуировочные графики ЛПИА с 

использованием в качестве метки сфери-

ческих НЧЗ размером 20 нм (1), 35 нм (2) и 

50 нм (3) для определения ПКт. 
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 Рис. 3. Градуировочный график  ЛПИА ПКт 

в стандартных растворах, полученный для 

сферических НЧЗ размером 35 нм. 

Разработанная тест-система ЛПИА с использованием сферических НЧЗ (35 нм) для 

определения ПКт позволяет регистрировать значения ПКт, соответствующие наличию 

системной инфекции, однако не позволяет определять ПКт в достаточно малом клиниче-

ски важном диапазоне его концентраций (ПКт от 0,25 до 0,5 нг/мл), характерном для ло-

кальной бактериальной инфекции в организме. Поэтому для разработки высокочувстви-

тельного ЛПИА, позволяющего детектировать низкие концентрации ПКт, необходимо 

было рассмотреть различные известные подходы и разработать новые способы, позво-
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ляющие снизить предел обнаружения антигена. Были рассмотрены несколько основных 

подходов, основанных на использовании других видов меток, а также методов регистра-

ции генерируемого сигнала, в том числе: 1) для НЧЗ - модификация метки или введение 

дополнительной стадии анализа с целью усиления регистрируемого сигнала; 2) примене-

ние меток более сложного состава или разработка новых типов меток и систем, направ-

ленных на повышение аналитического сигнала; 3) оптимизация анализа или системы ре-

гистрации сигнала. 

2. Подходы, направленные на повышение чувствительности ЛПИА, на примере тест-

системы для определения ПКт 

2.1. ЛПИА с использованием двойной метки состава НЧЗ-фермент 

Одним из преимуществ НЧЗ является возможность их использования не только как 

основной метки в ЛПИА, но и в качестве носителей дополнительной ферментной метки. В 

работе предложено использовать в качестве такой двойной метки конъюгат НЧЗ с Ат, 

предварительно уже меченными ПХ. Таким образом, визуальную окраску в тестовой ли-

нии, формируемую за счет образования меченого НЧЗ специфического иммунокомплекса, 

можно дополнительно "усилить" образованием окрашенного продукта ферментативной 

реакции. Для разработки ЛПИА с использованием двойной метки получали конъюгат 

пАт-ПХ-НЧЗ на основе коммерческого препарата пАт к ПКт, меченных ПХ. Для проведе-

ния ЛПИА конъюгат Ат, меченных ПХ и НЧЗ, использовали в жидком виде, так как при 

высушивании раствора на мембране для конъюгата наблюдалось снижение ферментатив-

ной активности. Для проведения анализа, конъюгат НЧЗ с меченными ПХ Ат смешивали 

со стандартными растворами ПКт и наносили на мембрану для образца. После пропуска-

ния растворов детектировали два сигнала, один из которых соответствовал красному ок-

рашиванию НЧЗ, а второй – окраске хромогена, образующейся в результате ферментатив-

ной активности ПХ. Красное окрашивание наночастиц позволило визуально определять 1 

нг/мл ПКт. После проведения дополнительной стадии инкубации тест-полосок в растворе 

субстрата (тетраметилбензидина) с добавлением декстрансульфата, который фиксирует 

окрашенный продукт в тестовой и контрольной зонах полоски, появлялось синее окраши-

вание на аналитической мембране. Сравнение градуировочных графиков, полученных для 

ЛПИА на основе НЧЗ (35 нм) и ЛПИА с введением дополнительной ферментной метки 

показало, что предложенный подход для усиления аналитического сигнала позволяет зна-

чительно сместить область определяемых концентраций ПКт в сторону низких концен-

траций с пределом обнаружения 0,1 нг/мл (рис. 4). Однако, несмотря на возможность 
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Рис. 4. Градуировочные графики ЛПИА на 

основе метки НЧЗ размером 35 нм (1) и 

ЛПИА на основе метки НЧЗ-ПХ (2) для опре-

деления ПКт в стандартных растворах. 

снижения предела обнаружения, данный подход усиления сигнала, генерируемого НЧЗ, 

заключающийся в использовании наночастиц в качестве дополнительного носителя фер-

ментной метки, имеет ряд недостатков, связанных с нестабильностью реагентов, а также 

необходимостью проведения дополнительных стадий анализа, что увеличивает продолжи-

тельность анализа до 30 минут. Таким образом, метод ЛПИА на основе двойной метки со-

става НЧЗ-ПХ не вполне соответствует требованиям быстрых тест-систем для анализа 

различных биомаркеров вне лабораторных условий. 

 

2.2. ЛПИА с использованием агломератов НЧЗ в качестве метки 

В качестве одного из новых способов усиления регистрируемого аналитического 

сигнала метки в виде НЧЗ, и, следовательно, снижения предела обнаружения аналита, 

предлагается применение в ЛПИА стабильных укрупненных НЧЗ, предварительно полу-

чаемых на основе системы биотин-стрептавидин, характеризующейся высокой константой 

связывания. Агломерат НЧЗ формировали путем предварительной инкубации со стрепта-

видином обычного конъюгата биотинилированных пАт с НЧЗ (35 нм) (рис. 5).  

 

Рис. 5. Схема получения комплексного агломерата из стрептавидина и конъюгата био-

тинилированных Ат с НЧЗ. 
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Молекула стрептавидина, имеющая четыре центра связывания биотина, выполняет 

роль сшивки между НЧЗ небольшого размера с сорбированными на поверхности биоти-

нилированными Ат, в результате чего образуются стабильные укрупненные агломераты, 

обладающие более интенсивной окраской. При добавлении образца, содержащего опреде-

ляемый антиген, происходило его взаимодействие с комплексным агломератом из стреп-

тавидина и меченых биотинилированных Ат. В тестовой зоне происходило связывание 

сложного иммунокомплекса иммобилизованными специфическими Ат и наблюдалось по-

явление окрашенной полосы, интенсивность которой пропорциональна содержанию ана-

лизируемого вещества в образце.  

С целью выбора необходимых условий для обеспечения наиболее низкого предела 

обнаружения ПКт варьировали концентрационные соотношения конъюгата с золотыми 

наночастицами биотинилированных пАт к стрептавидину – 15:1, 15:3, 15:5 и 15:10. С уве-

личением концентрации стрептавидина, добавляемого к конъюгату биотинилированных 

Ат с НЧЗ, на спектрах оптического поглощения наблюдался сдвиг пика плазмонного ре-

зонанса в красную область, что свидетельствует об образовании более крупных комплекс-

ных конъюгатов (рис. 6А), при этом цвет тестовой линии на полосках менялся от красного 

к фиолетовому. Однако, с увеличением размера комплекса регистрируемый аналитиче-

ский сигнал снижался, что, вероятно, связано со стерическими затруднениями, возникаю-

щими при связывании иммобилизованных на мембране Ат с комплексом антиген-

агломерат конъюгатов Ат с НЧЗ (рис. 6Б).  
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Рис. 6. Спектры поглощения, полученные для конъюгата без использования системы био-

тин-стрептавидин (1); для комплексных конъюгатов с разным соотношением биотини-

лированных Ат к стрептавидину: 15:1 (2), 15:3 (3), 15:5 (4) и 15:10 (5) (А). Градуировоч-

ные графики ЛПИА на основе комплексного конъюгата для определения ПКт (15:1 (1); 

15:3 (2); 15:5 (3) и 15:10 (4)) (Б). 
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Таким образом, оптимальным для формирования агломератов, используемых в це-

лях снижения предела обнаружения ПКт методом ЛПИА, было выбрано соотношение 

концентраций биотинилированных пАт в конъюгате к стрептавидину - 15:1 (рис. 7). Срав-

нение предложенного ЛПИА с использованием укрупненных агломератов в качестве мет-

ки с описанным ранее ЛПИА на основе сферических НЧЗ (35 нм) показало снижение пре-

дела обнаружения ПКт в 5 раз до диапазона низких концентраций биомаркера, соответст-

вующих наличию бактериальной инфекции в биологических образцах. Таким образом, 

основным преимуществом данного способа является возможность повышения чувстви-

тельности количественного визуального анализа биологически активных соединений без 

изменения самой схемы проведения анализа и усложнения строения используемой тест-

системы. 
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Рис. 7. Сравнение градуировочных 

графиков ЛПИА на основе НЧЗ разме-

ром 35 нм (1), и ЛПИА на основе ком-

плексного конъюгата с соотношением 

компонентов 15:1 (2) 

 

2.3. ЛПИА с использованием несферических НЧЗ большого размера в качестве метки 

На сегодняшний день НЧЗ несферической формы являются объектом интенсивного 

изучения и применения в биомедицинских целях, включая клиническую химию, лазерную 

фототерапию раковых клеток и опухолей, адресную доставку лекарственных средств и 

т.д. НЧЗ несферической формы обладают большей общей площадью поверхности по 

сравнению со сферическими наночастицами того же эффективного размера из-за сложной 

трехмерной структуры. Кроме того, несферические НЧЗ обладают более контрастной ви-

зуально детектируемой окраской. В работе было предложено использовать несферические 

НЧЗ в качестве меток в ЛПИА, а также изучить влияние формы метки на примере НЧЗ в 

виде попкорна (цветов) и звезд на характеристики ЛПИА ПКт.  

НЧЗ в форме попкорна или звезд получали в ходе двухступенчатого синтеза с про-

межуточной стадией образования зародышей и дальнейшим объединением ростового рас-

твора с суспензией зародышей. По данным, полученным из спектров поглощения и ПЭМ, 

эффективный размер НЧЗ в форме попкорна и звезд составил 100,1 ± 5,7 нм и 64,3± 3,0 

нм, соответственно (рис. 8).  
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Рис. 8. Спектры поглощения и ПЭМ изображения для образцов НЧЗ в форме попкорна (1) 

и звезд (2). 

В соответствии с экспериментально установленными оптимальными условиями 

получения реагентов были разработаны тест-системы ЛПИА с использованием несфери-

ческих НЧЗ в качестве метки для определения ПКт. По сравнению со сферическими НЧЗ 

большого размера, описанными выше, структурированные наночастицы формировали на 

полосках контрастное и визуально хорошо детектируемое серо-синее окрашивание тесто-

вой линии после пропускания стандартных растворов ПКт. Это объясняется сдвигом пика 

плазмонного резонанса несферических частиц в длинноволновую область, к примеру, пик 

плазмонного резонанса для сфер размером 100 нм находится при 582 нм, а для нанопоп-

корна – 683 нм. 

Применение НЧЗ в форме звезд как метки в ЛПИА не привело к улучшению харак-

теристик анализа (рис. 9). Вероятно, игольчатая структура частиц способствует неравно-

мерному распределению Ат на поверхности нанозвезд или создает стерические затрудне-

ния для связывания комплекса антиген-меченые Ат со вторыми Ат, иммобилизованными 

на аналитической мембране. Однако, использование НЧЗ в форме попкорна в качестве 

метки позволило значительно сместить область определяемых концентраций в сторону 

низких концентраций с пределом визуального обнаружения, равным 0,1 нг/мл.  
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Рис. 9. Градуировочные графики ЛПИА с 

использованием НЧЗ сферической формы 

(1), в форме звезд (2) и НЧЗ в форме поп-

корна (3) для определения ПКт в стан-

дартных растворах. 

НЧЗ в форме 

«попкорна» 

НЧЗ в форме 

«звезд» 
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2.4. ЛПИА с использованием метода усиления серебром 

Одним из известных способов усиления аналитического сигнала, формируемого 

НЧЗ, является метод усиления серебром. Согласно литературным данным, размер сфери-

ческих НЧЗ, используемых в ЛПИА с дополнительной стадией усиления серебром, обыч-

но не превышает 30 нм. Усиление сигнала с помощью метода усиления серебром объясня-

ется увеличением размера наночастиц и контрастным черным окрашиванием на белом 

фоне аналитической мембраны, формируемым наночастицами серебра, по сравнению с 

красным цветом, обеспечиваемым НЧЗ.  

С целью снижения предела обнаружения ПКт методом ЛПИА была реализован ме-

тод усиления серебром. Для формирования окрашенной тестовой линии на мембрану для 

конъюгата наносили раствор конъюгата пАт с НЧЗ размером 20 нм; на аналитическую 

мембрану наносили специфические мАт. После пропускания стандартных растворов ПКт, 

на аналитической мембране появлялось красное окрашивание тестовых линий, связанное 

с формированием иммунокомплекса, меченного сферическими НЧЗ. Затем тест-полоски 

погружали в усиливающий раствор из коммерческого набора для усиления серебром на 10 

минут. Окрашенные линии в аналитической зоне тест-полоски меняли свой цвет с красно-

го на контрастный, черный. Из анализа градуировочных графиков (рис. 10), полученных 

для ЛПИА с использованием в качестве метки сферических НЧЗ размером 20 нм и после 

процедуры усиления серебром, следует, что данный подход позволяет на порядок снизить 

предел обнаружения ПКт в стандартных растворах. 
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Рис. 10. Градуировочные графики, по-

лученные для ЛПИА на основе сфери-

ческих НЧЗ (20 нм) до (1) и после про-

ведения стадии усиления серебром (2). 

Однако, апробация ЛПИА на основе метода усиления серебром в условиях реаль-

ных образцов сыворотки крови показала недостаточную воспроизводимость результатов. 

Вероятно, это связано с невымывшимися остатками хлорид-ионов и других анионов на 

тест-полосках, которые образуют нерастворимые осадки с серебром, что приводит к появ-

лению неспецифического сигнала. Интенсивное промывание тест-полосок, рекомендо-

ванное для снижения неспецифического связывания, занимает много времени и не всегда, 
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как видно на примере данной системы, эффективно. Поэтому можно сделать вывод о не-

целесообразности применения подхода, основанного на методе усиления серебром, для 

проведения ЛПИА в образцах, содержащих хлорид-ионы. Кроме того, к недостаткам дан-

ного метода следует также отнести необходимость в дополнительных реагентах и увели-

чение продолжительности тестирования за счет дополнительной стадии усиления. 

2.5. ЛПИА с использованием КТ в качестве метки 

В последние годы все большее распространение в биомедицинских исследованиях 

получают полупроводниковые флуоресцентные нанокристаллы – КТ, которые являются 

перспективной меткой в ЛПИА благодаря своим уникальным свойствам (возбуждение в 

широком диапазоне длин волн и узкий симметричный пик эмиссии, повышенная фотоста-

бильность). В работе использовали коммерческий препарат КТ состава CdSe/ZnS с пиком 

эмиссии 655 нм (красный цвет), покрытых полимерной оболочкой с карбоксильными 

группами. По данным производителя, на поверхности одной КТ располагается около 100 

карбоксильных групп. Поэтому для получения конъюгата КТ с пАт к ПКт использовали 

карбодиимидный ковалентный метод сшивания между аминогруппами белка и карбок-

сильными группами на поверхности КТ. Для разработки ЛПИА с использованием КТ для 

определения ПКт в стандартных растворах, раствор конъюгата пАт с КТ наносили на 

мембрану для конъюгата, на аналитической мембране иммобилизовали мАт. После про-

пускания образца, содержащего ПКт, конъюгат пАт с КТ практически не вымывался из 

мембраны. В связи с этим было предложено проводить анализ путем внесения аналитиче-

ской части тест-полоски в смесь исследуемого раствора с конъюгатом Ат, меченных КТ. 

Результаты ЛПИА оценивали количественно путем облучения аналитической зоны тест-

полоски ультрафиолетовым светом с длиной волны 340 нм и последующей программной 

обработкой полученных результатов.  

Применение КТ в качестве метки для ЛПИА позволило снизить предел обнаруже-

ния ПКт до 0,25 нг/мл (рис. 11). Несмотря на незначительное улучшение характеристик 

метода, КТ обладают рядом недостатков, связанных с высокой стоимостью метки, трудо-

емкой процедурой приготовления конъюгатов с биомолекулами, а также необходимостью 

использования портативных флуориметров для оценки результатов анализа, что ограни-

чивает применимость тест-систем с флуоресцентным методом регистрации результатов. 
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Рис. 11. Градуировочные графики ЛПИА ПКт на основе КТ (1) и сферических НЧЗ разме-

ром 35 нм (2). 

2.6. ЛПИА на основе ГКР 

Одним из перспективных подходов для повышения чувствительности ЛПИА и пе-

ревода качественной оценки результатов по принципу "да-нет" в количественную может 

быть использование ГКР в качестве метода детекции сигнала. Золотые наночастицы, ис-

пользуемые и в методе ГКР и в ЛПИА, служат мостом для объединения этих двух анали-

тических методов. Принцип ЛПИА на основе ГКР аналогичен традиционной схеме 

ЛПИА. В качестве молекулы-репортера использовали МБК, обладающую характерными 

пиками в области 1074 см
-1

 и 1583 см
-1

. Из литературных данных известно, что 

наибольшая интенсивность ГКР наблюдается при использовании НЧЗ размером 50 нм с 

одинаковой общей площадью поверхности или концентрацией наночастиц, что 

объясняется зависимостью между усилением и размером или площадью поверхности 

НЧЗ. В этой связи для разработки ЛПИА получали сферические НЧЗ размером 50 нм, ко-

торые обеспечивают формирование визуально детектируемого сигнала при проведении 

стандартной процедуры ЛПИА и достаточную интенсивность при регистрации сигнала 

ГКР. Иммунопробу состава Ат-НЧЗ-МБК получали путем смешения раствора НЧЗ с рас-

твором МБК, которая связывалась с наночастицами посредством тиольных групп кислоты 

(рис. 12А). Полученную иммунопробу наносили на мембрану для конъюгата. После про-

пускания стандартных растворов ПКт, в области тестовой и контрольной линий формиро-

вались окрашенные полоски фиолетового цвета. После высыхания тест-полосок, результа-

ты анализа сначала измеряли фотометрически. Также для количественного определения 

содержания ПКт в образце измеряли интенсивность сигнала ГКР МБК при 1074 см
-1

 в тес-

товой зоне полоски с помощью спектрометра DXR Raman Microscope (Thermo Fisher 

Scientific, Madison, WI, США). Интенсивность сигнала МБК определяли, как среднее 

арифметическое 10 величин сигналов в точках вдоль средней части тестовой полосы.  
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Рис. 12. Приготовление иммунопробы состава Ат-НЧЗ-МБК (А); спектры ГКР МБК, по-

лученные для разных концентраций ПКт (Б); градуировочные графики ЛПИА ПКт на ос-

нове ГКР (1) и фотометрического метода детекции сигнала (2) (В).  

На рис. 12Б представлены полученные спектры ГКР с характерными пиками МБК 

при 1074 см
-1

 и 1583 см
-1

, полученные для разных концентраций ПКт в образце. С увели-

чением концентрации ПКт величина ГКР сигнала МБК при 1074 см
-1 

пропорционально 

возрастает. По полученным результатам строили градуировочный график зависимости 

интенсивности сигнала рассеяния МБК при 1074 см
-1

 от концентрации ПКт в образце (рис. 

12В). Предел обнаружения ПКт методом ЛПИА на основе ГКР составил 0,5 нг/мл. Были 

проанализированы и сопоставлены два метода детекции (фотометрический и ГКР) резуль-

татов ЛПИА для определения ПКт с одинаковым размером и типом используемой метки. 

Показано, что результаты ЛПИА на основе ГКР сравнимы с результатами, полученными 

методом ЛПИА на основе сферических НЧЗ размером 50 нм. Кроме того, для реализации 

ЛПИА в комбинации с ГКР вне лабораторных условий необходимо иметь портативные 

анализаторы, что в свою очередь, увеличивает конечную стоимость тест-системы.  

Обобщенные результаты по использованию различных подходов для возможного 

снижения предела обнаружения на примере тест-системы для определения ПКт приведе-

ны в таблице 2. Предложенные методы позволяют снизить предел обнаружения ПКт в 2-

10 раз.  
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Таблица 2. ЛПИА с использованием подходов, направленных на снижение предела 

обнаружения ПКт 

 

Подход 

 

Метка 

 

Метод регистра-

ции 

Предел об-

наружения 

ПКт, нг/мл 

 

Недостатки 

Стандартный 

ЛПИА 

НЧЗ сфериче-

ской формы 

фотометрический 0,5 - 

Модификация 

метки 

НЧЗ-ПХ фотометрический 0,1 Нестабильность реагентов, до-

полнительная стадия анализа 

Модификация 

метки 

Агломерат НЧЗ 

(35 нм) 

фотометрический 0,1 - 

Модификация 

метки 

НЧЗ в форме 

попкорна или 

цветов 

фотометрический 0,1 - 

Модификация 

метки 

НЧЗ, покрытые 

серебром 

фотометрический 0,05 Нестабильность реагентов, до-

полнительная стадия анализа, 

мешающее влияние компонентов 

образца 

Другой тип 

метки 

КТ флуориметриче-

ский 

0,25 Дорогостоящая метка, необхо-

димость приборной регистрации 

результатов 

Система реги-

страции сигнала 

НЧЗ сфериче-

ской формы  

(50 нм) 

ГКР 0,5 Необходимость приборной реги-

страции результатов, время ана-

лиза 

 

Подходы, направленные на модификацию традиционно используемых НЧЗ путем 

введения дополнительной ферментной метки или усиления серебром, имеют ряд недос-

татков, которые приводят к сложности проведения анализа вне лабораторных условий. 

Апробация ЛПИА на основе НЧЗ с дополнительной стадией усиления серебром на реаль-

ных образцах сыворотки показала высокую вероятность появления ложноположительных 

результатов, что свидетельствует о неэффективности данного подхода для разработки вы-

сокочувствительного и быстрого теста для определения ПКт. Напротив, ЛПИА тест-

система с использованием агломерата НЧЗ в качестве метки, формируемого за счет связы-

вания биотина со стрептавидином, а также ЛПИА тест-система с использованием в каче-

стве метки НЧЗ в форме попкорна содержат все компоненты в высушенном виде и не тре-

буют дополнительных реагентов и изменения технологии получения тест-систем и проце-

дур анализа. 
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Таким образом, в случае, когда чувствительность стандартной схемы ЛПИА не по-

зволяет определять концентрации исследуемого соединения в необходимом диапазоне, 

может быть выбран один из описанных выше подходов в соответствии с требованиями и 

задачами, предъявляемыми к разрабатываемому анализу. Однако, в данной работе в целях 

разработки визуального, быстрого и бесприборного ЛПИА, позволяющего определять 

диапазоны клинически значимых концентраций Пкт в сыворотке крови, был выбран наи-

более удобный подход, основанный на применении метки - НЧЗ в форме попкорна. 

3. Градиентный ЛПИА для полуколичественного определения диагностически важ-

ных соединений 

Принципиальное отличие разработанного нами полуколичественного метода визу-

ального анализа, которому предложено название "Градиентный ЛПИА" от стандартного 

ЛПИА состоит в способе оценки результатов: полуколичественное безинструментальное 

определение исследуемого аналита методом стандартного ЛПИА обычно проводится пу-

тем сравнения интенсивности окрашивания тестовой линии с контрольной карточкой 

сравнения; полуколичественный анализ методом градиентного ЛПИА проводится путем 

соотнесения количества проявившихся тестовых линий на полоске с диапазонами концен-

траций исследуемого аналита. Для формирования градиентного ЛПИА на аналитическую 

зону устройства наносят растворы специфических Ат против определяемого соединения с 

последовательно возрастающей концентрацией в виде нескольких тестовых линий. Число 

таких линий (N) определяется количеством необходимых диапазонов анализируемых кон-

центраций (N+1).  

3.1. Разработка градиентного ЛПИА на примере модельной тест-системы для опре-

деления хорионического гонадотропина человека 

Для отработки принципов градиентного ЛПИА использовали тест-систему для оп-

ределения маркера беременности, ХГЧ. Выбор модельной системы обусловлен широким 

диапазоном возможных концентраций ХГЧ в моче, а также практическим значением мар-

кера, так как содержание ХГЧ в моче коррелирует со сроком беременности. Для разработ-

ки градиентного ЛПИА ХГЧ использовали сэндвич-схему анализа, описанную выше на 

примере маркера ПКт. Сферические НЧЗ размером 35 нм и конъюгат специфических Ат к 

β-субъединице ХГЧ с наночастицами получали аналогичными методами, используемыми 

для разработки ЛПИА. С целью подбора оптимальных концентраций Ат, иммобилизуе-

мых на аналитической мембране, и количества формируемых тестовых линий, позволяю-

щих оценить диапазон ХГЧ путем подсчета числа проявившихся линий, на аналитиче-

скую мембрану наносили растворы Ат в диапазоне 0,1-1 мг/мл и проводили ЛПИА в стан-

дартных растворах. 
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В результате проведенной оптимизации был разработан градиентный ЛПИА в 

стандартных растворах ХГЧ, приготовленных в моче. На рис. 13 представлен внешний 

вид тест-полосок после пропускания стандартных растворов ХГЧ. При нанесении образца, 

содержащего ХГЧ, антиген связывался с Ат, меченными НЧЗ. Ввиду избытка Ат на по-

верхности НЧЗ, антиген должен находиться преимущественно в форме иммунокомплекса. 

Дальнейшее формирование иммунокомплексов на полоске характеризуется константой 

равновесия между свободными Ат и антигеном, поэтому при достижении участков с им-

мобилизованными Ат с образованием тройного окрашенного сэндвич-комплекса форми-

рование окрашенной линии происходит только при достижении и превышении опреде-

ленной концентрации Ат на мембране. Полуколичественную оценку проводили визуально 

путем подсчета количества проявившихся окрашенных линий на тест-полоске, соответст-

вующего определенным диапазонам концентраций ХГЧ и сроку беременности. 

 

 

 

Диапазон концентраций ХГЧ, мЕд/мл Количество окрашенных линий на 

тест-полоске 

Срок беременности,  

недели 

от 50 до 100 1-2 1-2 

от 100 до 400 3  

3-4 от 400 до 600 4 

выше 600 5 

Рис. 13. Визуальные результаты градиентного ЛПИА ХГЧ в моче и интерпретация полу-

ченных результатов. 

Основные принципы градиентного ЛПИА, реализованные на примере модельной 

системы определения ХГЧ, явились основой для разработки полуколичественной, визу-

альной и быстрой тест-системы, позволяющей путем подсчета числа окрашенных линий 

определять диапазон концентраций маркера бактериальных инфекций и сепсиса ПКт.  

3.2. Разработка градиентного ЛПИА для определения ПКт 

За основу разработки градиентного ЛПИА ПКт взяли ЛПИА тест-систему с ис-

пользованием сферических НЧЗ размером 35 нм в качестве метки. На основании рассмот-

ренных выше подходов, направленных на снижение предела обнаружения ПКт, наряду с 

градиентным ЛПИА с использованием сферических наночастиц был разработан гради-

ентный ЛПИА с использованием НЧЗ в форме попкорна. В тестовой зоне устройства им-

         0          50      100       250      400    500       600     800     1000   2500    5000   10000 мЕд/мл, ХГЧ 
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мобилизовали Ат в виде четырех линий в подобранных оптимальных концентрациях, по-

зволяющих дифференцировать весь диапазон определяемых значений ПКт на пять клини-

чески значимых диапазонов: менее 0,25 нг/мл; от 0,25 до 0,5 нг/мл; от 0,5 до 2 нг/мл; от 2 

до 10 нг/мл и выше 10 нг/мл. В результате проведенной оптимизации условий, были раз-

работаны градиентные ЛПИА тест-системы с использованием в качестве метки НЧЗ сфе-

рической формы (35 нм) или в форме попкорна (100 нм) (рис. 14).  

A                                                                          Б 

 

 

Рис. 14. Визуальные результаты градиентного ЛПИА с использованием сферических НЧЗ 

(А) и градиентного ЛПИА с использованием НЧЗ в форме попкорна (Б).  

Предел визуального обнаружения ПКт методом градиентного ЛПИА на основе 

сферических НЧЗ составил 0,25 нг/мл, а для градиентного ЛПИА на основе НЧЗ в форме 

попкорна – 0,1 нг/мл. Основным преимуществом предложенного принципа градиентного 

ЛПИА является возможность сдвига диапазона определяемых концентраций исследуемо-

го соединения в тест-системе путем варьирования концентрации иммобилизованных на 

мембране специфических Ат.  

3.3. Апробация градиентного ЛПИА для определения ПКт в ссыворотке крови 

Для апробации градиентного ЛПИА были проанализированы 82 образца сыворотки 

крови. С целью подтверждения эффективности разработанного градиентного ЛПИА для 

определения ПКт параллельно проводили ИФА с помощью коммерческого набора. Полу-

количественную оценку результатов градиентного ЛПИА проводили путем соотнесения 

количества проявившихся линий на мембране с диапазоном концентраций определяемого 

аналита: отсутствие линий – менее 0,25 нг/мл, 1 линия - область от 0,25 до 0,5 нг/мл; 2 ли-

нии - от 0,5 до 2 нг/мл; 3 линии – от 2 до 10 нг/мл и 4 линии – выше 10 нг/мл. 

Сравнение данных, полученных градиентным ЛПИА, с методом ИФА показало хорошую 

сходимость для концентрации ПКт выше 2 нг/мл, однако в диапазоне концентраций от 

0,25 до 2 нг/мл наблюдалось появление ложноотрицательных результатов (таблица 3). 

Следует отметить, что в диапазоне ПКт от 0,5 до 2 нг/мл к ложноотрицательным относили 

образцы, у которых результат соответствовал сдвигу диапазона концентраций в сторону 

ПКт от 0,25 до 0,5 нг/мл, то есть, на полоске проявлялась только одна окрашенная линия. 

В этой связи, полученные данные можно считать приемлемыми, поскольку основной за-

дачей быстрой тест-системы является мониторинг динамики уровня ПКт в сыворотке 

0    0,1 0,25   0,5    1      2        5      10     50    100      0    0,1  0,25 0,5     1       2       5     10    50   100 нг/мл 
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Таблица 3. Сравнение результатов, полученных ИФА и градиентными ЛПИА тест-

системами для определения ПКт в сыворотке крови. 

Метод менее 0,25 

нг/мл 

(0 линий) 

от 0,25 до 0,5 

нг/мл 

(1 линия) 

от 0,5 до 2 

нг/мл 

(2 линии) 

от 2 до 10 

нг/мл 

(3-4 линии) 

более 10 

нг/мл 

(4 линии) 

ИФА 25 16 14 14 13 

Градиентный ЛПИА с ис-

пользованием сферических 

НЧЗ (35 нм) 

24 

1 – Л(+) 

 

13 

3 – Л(-) 

11 

3 – Л(-) 

13 

1 – (Л-) 

12 

1 – (Л-) 

 

Градиентный ЛПИА с ис-

пользованием НЧЗ в форме 

попкорна 

24 

1 – Л(+) 

 

11 

5 – Л(-) 

 

8 

6 – Л(-) 

 

11 

3 – Л(-) 

 

13 

 

крови. Замена метки в виде сферических НЧЗ на частицы в форме попкорна не привела к 

улучшению характеристик градиентного ЛПИА ПКт. Полученный результат можно объ-

яснить сложной формой метки, которая в условиях образцов реальной сыворотки создает 

стерические затруднения для связывания меченных Ат с поверхностью анализируемого 

антигена. Чувствительности разработанных градиентного ЛПИА с использованием сфе-

рических НЧЗ и градиентного ЛПИА с использованием НЧЗ в форме попкорна составили 

87,5% и 76,6%, соответственно. Таким образом, разработанные тест-системы на основе 

градиентного ЛПИА, реализованные для двух типов метки, позволяют быстро (в течение 

10-15 минут), визуально и с высокой чувствительностью определять 5 клинически значи-

мых диапазонов концентраций ПКт и могут быть в дальнейшем адаптированы для исполь-

зования в клинической практике с целью подтверждения или опровержения диагноза 

"сепсис", а также для мониторинга за ходом проводимого лечения.  
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4. Выводы 

1. Для разработки экспресс-метода определения ПКт в буферных растворах и сыворотке 

крови проведена оптимизация состава компонентов тест-систем, в том числе золотых на-

ночастиц сферической и несферической формы различного диаметра в качестве регистри-

руемых меток, определены оптимальные значения рН и концентрационные условия для 

получения конъюгатов антител с наночастицами золота, а также осуществлен выбор воз-

можных комбинаций антител и свойств мембранных носителей.  

2. Разработан количественный экспресс-метод ЛПИА ПКт на основе фотометрической де-

текции с использованием в качестве метки антител сферических наночастиц золота с диа-

метром 35 нм. Предел обнаружения ПКт составил 0,5 нг/мл, время определения - 10 ми-

нут, объем образца – 100 мкл. Разработанный метод позволяет визуально без использова-

ния специальных приборов определять концентрации ПКт выше 2 нг/мл, что свидетельст-

вует о системном воспалении и возможном развитии сепсиса в организме.  

3. Для более точного количественного определения концентраций ПКт в "серой" зоне (от 

0,25 до 2 нг/мл) и верификации сепсиса рассмотрены возможные способы понижения пре-

дела обнаружения ПКт, включающие несколько основных подходов: снижение предела 

регистрации метки путем введения фермента ПХ в состав конъюгата золотых наночастиц 

с антителами; использование в качестве нового вида меток в иммуноанализе укрупненно-

го агломерата конъюгата обычных сферических наночастиц золота с биотинилированны-

ми антителами в присутствии стрептавидина; использование в качестве метки наночастиц 

золота несферической формы ("нанозвезды" и "нанопопкорн"); введение дополнительной 

стадии "усиления" серебром; использование квантовых точек в качестве метки антител; и 

использование для регистрации конечного сигнала метода гигантского комбинационного 

рассеяния. Все предложенные подходы позволяют в 2-10 раз снизить определяемый пре-

дел обнаружения ПКт, однако для практического использования и визуальной детекции 

наиболее перспективными являются системы, в которых в качестве метки используются 

наночастицы золота в форме "попкорна" или укрупненного агломерата на основе системы 

стрептавидин-биотин. 

4. На примере определения ХГЧ в диапазоне 50 – 10000 мЕд/мл разработан принцип по-

луколичественного визуального ЛПИА (градиентный иммуноанализ), позволяющий про-

водить оценку концентраций анализируемых веществ в заранее заданном числе опреде-

ленных диапазонов концентраций путем подсчета числа видимых тестовых линий. Дан-

ный принцип проведения анализа был реализован для полуколичественного определения 

ПКт в пяти клинически значимых диапазонах концентраций в сыворотке, что дает воз-

можность проведения дифференциальной диагностики между различными клиническими 
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состояниями и тяжелой бактериальной инфекцией (сепсисом). Предел обнаружения гра-

диентного ЛПИА для определения ПКт в сыворотке крови составил 0,25 нг/мл, время 

проведения анализа – 10-15 минут, объем образца – 100 мкл. Показано соответствие ре-

зультатов градиентного ЛПИА ПКт с результатами, полученными методом ИФА, в пяти 

диапазонах концентраций маркера. 
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