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Ñâîåâðåìåííàÿ äèàãíîñòèêà îñòðîãî èíôàðêòà ìè-
îêàðäà (ÎÈÌ) – îäíà èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì ñî-
âðåìåííîé êàðäèîëîãèè. Ìíîãî÷èñëåííûìè èññëåäî-
âàíèÿìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ðàííåå íà÷àëî òåðàïèè ïðè
ïîäòâåðæäåííîì äèàãíîçå ÎÈÌ ïîçâîëÿåò óìåíü-
øèòü ëåòàëüíîñòü êàê â ïåðâûå ÷àñû, òàê è â áîëåå
ïîçäíèå ñðîêè ïðåáûâàíèÿ áîëüíîãî â ñòàöèîíàðå.

Ðàçâèòèå ÎÈÌ ñîïðîâîæäàåòñÿ îáøèðíûì ðàçðó-
øåíèåì êàðäèîìèîöèòîâ è êàê ñëåäñòâèå áîëüøèì
âûáðîñîì â êðîâü ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ìèîêàðäà áåë-
êîâ. Áåëîê, ñâÿçûâàþùèé æèðíûå êèñëîòû (ñ-ÁÑÆÊ,
15 êÄà), ÿâëÿåòñÿ ïðåäñòàâèòåëåì ñåìåéñòâà âíóòðè-
êëåòî÷íûõ ëèïèä-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ
â ìåòàáîëèçìå æèðíûõ êèñëîò, è â áîëüøîì êîëè÷å-
ñòâå ñîäåðæèòñÿ â ñåðäå÷íûõ ìûøöàõ (0,56 ìã/ã
ñåðäå÷íîé òêàíè). Â êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé óðîâåíü
ñ-ÁÑÆÊ íå ïðåâûøàåò 6–8 íã/ìë [1, 2]. Áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ïðè ïîâðåæäåíèè ìèîêàðäà êîíöåíòðàöèÿ
ñ-ÁÑÆÊ â êðîâè, ïîäîáíî ìèîãëîáèíó, çíà÷èòåëüíî (â
10 è áîëåå ðàç) ïîâûøàåòñÿ â òå÷åíèå 3 ÷ ïîñëå ïî-
ÿâëåíèÿ ñèìïòîìîâ ÎÈÌ è âîçâðàùàåòñÿ ê íîðìàëü-
íîìó óðîâíþ ÷åðåç 12–24 ÷ [3]. Ýòîò ôàêò, à òàêæå
õîðîøàÿ òêàíåñïåöèôè÷íîñòü â ñðàâíåíèè ñ ìèîãëîáè-
íîì, äåëàþò ñ-ÁÑÆÊ ïåðñïåêòèâíûì ìàðêåðîì ðàí-
íåé äèàãíîñòèêè ÎÈÌ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóþò êàê êîëè÷åñòâåí-
íûå [4, 5], òàê è êà÷åñòâåííûå [6, 7] ìåòîäû îïðåäå-
ëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ñ-ÁÑÆÊ â ïëàçìå (ñûâîðîòêå)
êðîâè èëè ìî÷å ïàöèåíòà, â îñíîâå êîòîðûõ ëåæàò
èììóíîõèìè÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà. Ðàíåå â íàøåé
ëàáîðàòîðèè áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä òâåðäîôàçíîãî

ÓÄÊ 57.083.3; 577.112; 615.07

ÈÌÌÓÍÎÕÐÎÌÀÒÎÃÐÀÔÈ×ÅÑÊÈÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑ-ÀÍÀËÈÇ ÁÅËÊÀ,
ÑÂßÇÛÂÀÞÙÅÃÎ ÆÈÐÍÛÅ ÊÈÑËÎÒÛ, ÄËß ÄÈÀÃÍÎÑÒÈÊÈ
ÎÑÒÐÎÃÎ ÈÍÔÀÐÊÒÀ ÌÈÎÊÀÐÄÀ
Å.À. ßêîâëåâà, È.Ï. Àíäðååâà, Â.Ã. Ãðèãîðåíêî, À.Ï. Îñèïîâ
(êàôåäðà õèìè÷åñêîé ýíçèìîëîãèè; e-mail: yakovlevahelena@gmail.com)

Ðàçðàáîòàí ìåòîä èììóíîõðîìàòîãðàôè÷åñêîãî àíàëèçà äëÿ ýêñïðåññ-îïðåäåëåíèÿ áåëêà,
ñâÿçûâàþùåãî æèðíûå êèñëîòû (ñ-ÁÑÆÊ), – íîâîãî ðàííåãî ìàðêåðà îñòðîãî èíôàðêòà ìè-
îêàðäà. Â êà÷åñòâå âèçóàëüíîé ìåòêè èñïîëüçîâàíû íàíî÷àñòèöû çîëîòà. Îïðåäåëåíû îïòè-
ìàëüíûå óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà. Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ìåòîäà ñîñòàâèë 1,5 íã/ìë, êî-
ýôôèöèåíò âàðèàöèè íå ïðåâûøàë 8%. Ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîé òåñò-ñèñòåìû áûë ïîä-
òâåðæäåí êëèíè÷åñêè óñòàíîâëåííûé äèàãíîç îñòðîãî èíôàðêòà ìèîêàðäà (N = 10), â
ñûâîðîòêàõ êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé (N = 25) ðåçóëüòàò òåñòà áûë îòðèöàòåëüíûì.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: èììóíîõðîìàòîãðàôè÷åñêèé àíàëèç; îñòðûé èíôàðêò ìèîêàðäà;
áåëîê, ñâÿçûâàþùèé æèðíûå êèñëîòû.

êîíêóðåíòíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ)
äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ñ-ÁÑÆÊ â ñûâîðîòêå
êðîâè [8], ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ìåòîäà ñîñòàâèë
1,5 íã/ìë. Íåäîñòàòîê äàííîãî ìåòîäà – äëèòåëüíîå
âðåìÿ àíàëèçà (1,5–2,0 ÷), ÷òî íå ïîçâîëÿåò îñóùåñòâ-
ëÿòü ýêñïðåññ-îïðåäåëåíèå ñ-ÁÑÆÊ â ïåðâûå ÷àñû
çàáîëåâàíèÿ.

Â ïîñëåäíèå ãîäû â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå äëÿ
áûñòðîãî âûÿâëåíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíå-
íèé è äèàãíîñòèêè ìíîãèõ çàáîëåâàíèé íàøëè øèðî-
êîå ïðèìåíåíèå ìåòîäû âèçóàëüíîãî èììóíîõðîìàòî-
ãðàôè÷åñêîãî àíàëèçà (ÈÕÀ), êîòîðûå õàðàêòåðèçó-
þòñÿ êîðîòêèì âðåìåíåì àíàëèçà (10–15 ìèí), ïðî-
ñòîé è äîñòóïíîé ïðîöåäóðîé îïðåäåëåíèÿ, íå òðåáó-
þùåé äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ è âûñîêîêâàëè-
ôèöèðîâàííîãî ïåðñîíàëà.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ñîçäàíèþ èììóíî-
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé òåñò-ñèñòåìû äëÿ îïðåäåëåíèÿ
áåëêà, ñâÿçûâàþùåãî æèðíûå êèñëîòû, ñ öåëüþ ðàí-
íåãî âûÿâëåíèÿ ÎÈÌ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû çîëîòîõëîðèñòîâîäîðîäíàÿ

êèñëîòà (ÇÕÂÊ) («Fluka», Øâåéöàðèÿ); áû÷èé ñûâî-
ðîòî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ), öèòðàò íàòðèÿ, èíäèêàòîð-
íûå ðÍ-ïîëîñêè, áèîõèìè÷åñêèå è õèìè÷åñêèå ðåà-
ãåíòû ôèðìû «Sigma» (ÑØÀ); íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè
ìàðêè «îñ.÷.» («Õèììåä», Ðîññèÿ). Ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê ñ-ÁÑÆÊ äâóõ âèäîâ (ÌÀò<9F3>,
ÌÀò<10E1>), ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ñ-ÁÑÆÊ
äâóõ âèäîâ (ÏÀò<K-5>, ÏÀò<K-10>) è àíòèâèäîâûå
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àíòèòåëà îâöû ïðîòèâ IgG ìûøè áûëè ïðåäîñòàâëåíû
ÇÀÎ «ÍÂÎ Èììóíîòåõ». Â ìóëüòèìåìáðàííûõ
òåñò-ïîëîñêàõ äëÿ èììóíîõðîìàòîãðàôèè áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû  ìåìáðàíû ôèðìû «MDI» (Èíäèÿ).

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå áóôåðíûå ðàñòâîðû:
0,01 Ì Ê-ôîñôàòíûé, ðÍ 7,0 (ÔÁ); 0,01 Ì Ê-ôîñ-
ôàòíûé, 0,15 Ì NaCl, ðÍ 7,2–7,4 (ÔÁÑ); 0,01 Ì Ê-
ôîñôàòíûé, 0,15 Ì NaCl, 0,1% òâèí 20, ðÍ
7,4 (ÔÁÑÒ). Ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû c-ÁÑÆÊ äëÿ
àíàëèçà ñ êîíöåíòðàöèÿìè 0; 2,5; 5; 10; 20; 50;
100 íã/ìë ãîòîâèëè â ÔÁÑÒ èëè ñûâîðîòêå êðîâè, íå
ñîäåðæàùåé ñ-ÁÑÆÊ, èç èñõîäíîãî ðàñòâîðà  ñ-
ÁÑÆÊ (10000 íã/ìë â ÔÁÑ). Îáðàçöû ñûâîðîòîê
êðîâè áûëè ïðåäîñòàâëåíû êëèíè÷åñêèìè áîëüíèöà-
ìè ¹ 50 è ¹ 67 ã. Ìîñêâû.

Ïîëó÷åíèå êîëëîèäíîãî çîëîòà. Ðàñòâîðû êîëëî-
èäíîãî çîëîòà ñ çàäàííûì ðàçìåðîì ÷àñòèö ïîëó÷àëè
ïî ìåòîäó Ôðåíñà [9]. Â êîëáó ñ ìàãíèòíîé ìåøàë-
êîé äîáàâëÿëè 99 ìë áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäû è
1 ìë 1%-ãî ðàñòâîðà ÇÕÂÊ. Ðàñòâîð íàãðåâàëè äî
êèïåíèÿ, ïîñëå ÷åãî áûñòðî ïðè ïåðåìåøèâàíèè äî-
áàâëÿëè 2 ìë 1%-ãî âîäíîãî ðàñòâîðà öèòðàòà íà-
òðèÿ. Ðàñòâîð êèïÿòèëè åùå 15 ìèí ïðè ïåðåìåøèâà-
íèè, çàòåì îõëàæäàëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû â
òåìíîì ìåñòå. Ñðåäíèé ðàçìåð ïîëó÷åííûõ íàíî÷àñ-
òèö ñîñòàâèë 20 íì ïî äàííûì ñêàíèðóþùåé ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Îïðåäåëåíèå îïòèìàëüíûõ óñëîâèé ñîðáöèè àí-
òèòåë íà íàíî÷àñòèöàõ çîëîòà. Îïòèìèçàöèþ
ïðîâîäèëè íà 96-ëóíî÷íîì ïîëèñòèðîëîâîì ïëàíøåòå
(«Greiner», Àâñòðèÿ). Íà ïëàíøåòå âûáèðàëè 8 ðÿäîâ
ïî 6 ëóíîê â êàæäîì. Êàæäûé ðÿä ñîîòâåòñòâîâàë
ôèêñèðîâàííîìó  çíà÷åíèþ ðÍ, à êàæäûé ñòîëáåö –
îïðåäåëåííîé êîíöåíòðàöèè àíòèòåë.

Â àëèêâîòàõ (ïî 2,5 ìë) ñóñïåíçèè êîëëîèäíîãî çî-
ëîòà çíà÷åíèÿ ðÍ âàðüèðîâàëè ñ øàãîì 0,5 â äèàïàçî-
íå îò 5,5 äî 9,0, äîáàâëÿÿ 0,1 Ì ðàñòâîð êàðáîíàòà
íàòðèÿ. Â ëóíêè ïëàíøåòà âíîñèëè ïî 200 ìêë ðà-
ñòâîðîâ êîëëîèäíîãî çîëîòà ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè çíà-
÷åíèÿìè ðÍ è ïî 20 ìêë ðàñòâîðîâ àíòèòåë ñ êîí-
öåíòðàöèåé 0, 30, 60, 120, 180, 360 ìêã/ìë â äåèîíèçî-
âàííîé âîäå. Ïëàíøåò èíêóáèðîâàëè 15 ìèí ïðè ïåðå-
ìåøèâàíèè è äîáàâëÿëè ïî 50 ìêë 10%-ãî ðàñòâîðà
õëîðèäà íàòðèÿ. Èçìåðÿëè îïòè÷åñêîå ïîãëîùåíèå â
ëóíêàõ ïëàíøåòà íà äëèíàõ âîëí 520 è 580 íì.

Ïðèãîòîâëåíèå êîíúþãàòà íàíî÷àñòèö çîëîòà
ñ àíòèòåëàìè. Ê 10 ìë ðàñòâîðà êîëëîèäíîãî çîëî-
òà ñ ðÍ 7,0–7,5 äîáàâëÿëè ïî êàïëÿì ïðè ïåðåìåøè-
âàíèè 1 ìë ðàñòâîðà àíòèòåë ñ âûáðàííîé êîíöåíòðà-
öèåé, ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé

òåìïåðàòóðå. Çàòåì ê ïîëó÷åííîìó ðàñòâîðó äîáàâ-
ëÿëè ÁÑÀ (äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0,1%), ñàõàðîçó
(äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10%) è 0,01% àçèäà íà-
òðèÿ. Ïîëó÷åííûé êîíúþãàò õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå
+4°Ñ.

Äëÿ óäàëåíèÿ íåñâÿçàâøèõñÿ àíòèòåë êîíúþãàò
öåíòðèôóãèðîâàëè (20 ìèí, 11000g, 4°Ñ). Ñóïåðíàòàíò
óäàëÿëè, îñàäîê ïåðåðàñòâîðÿëè â òðåáóåìîì îáúåìå
ÔÁ, ñîäåðæàùåì 0,1% ÁÑÀ, 10% ñàõàðîçû è 0,01%
àçèäà íàòðèÿ. Èçìåðÿëè ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ è ïîëó-
÷åííûé ðàñòâîð íàíîñèëè íà ïîëîñêó ñòåêëîâîëîêîí-
íîé ìåìáðàíû 4×4 ìì èç ðàñ÷åòà 10 ìêë íà ïîëîñêó
ñ À520 = 2 îïò. åä.

Ïîëó÷åíèå èììóíîõðîìàòîãðàôè÷åñêîãî êîìïî-
çèòà. Íà àíàëèòè÷åñêóþ íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðà-
íó íàíîñèëè ðàñòâîð ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë â ÔÁÑ ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììèðóåìîãî àâòîìàòè÷åñêîãî äèñ-
ïåíñåðà «BioDot XYZ 3050» («BioJet Quanti 3000»,
«BioDot», ÑØÀ) äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ àíàëèòè÷åñêîé
çîíû. Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ êîíòðîëüíîé çîíû èììóíî-
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé ñèñòåìû íà ðàññòîÿíèè 5 ìì îò
àíàëèòè÷åñêîé çîíû íàíîñèëè ðàñòâîð àôôèííî î÷è-
ùåííûõ àíòèâèäîâûõ àíòèòåë îâöû ïðîòèâ ìûøè ñ
êîíöåíòðàöèåé 1 ìã/ìë. Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïà-
ðàìåòðû íàñîñà «BioJet Quanti 3000» äëÿ íàíåñåíèÿ
îáðàçöîâ: ðàçìåð êàïëè – 30 íë, øàã – 0,3 ìì, ñêî-
ðîñòü – 50 ìì/ñ. Ïîëîñêè âûñóøèâàëè ïðè òåìïåðà-
òóðå 37°Ñ (îòíîñèòåëüíàÿ âëàæíîñòü 25–30%) â òå-
÷åíèå 24 ÷ è õðàíèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
ãåðìåòè÷íî çàêðûòîé óïàêîâêå.

Ðàñòâîðû êîíúþãàòîâ àíòèòåë ñ íàíî÷àñòèöàìè
êîëëîèäíîãî çîëîòà íàíîñèëè íà ìåìáðàíû ÐÒ-5 è
âûñóøèâàëè íà âîçäóõå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ñîáèðàëè òåñò-ïîëîñêè â ñîîòâåòñòâèè ñî ñõåìîé,
ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 1.

Ðèñ. 1.  Ñõåìà òåñò-ïîëîñêè
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Ïðîâåäåíèå èììóíîõðîìàòîãðàôè÷åñêîãî àíà-
ëèçà. Ãîòîâûå òåñò-ïîëîñêè âåðòèêàëüíî ïîìåùàëè â
ëóíêè ïîëèñòèðîëîâîãî ïëàíøåòà äëÿ ÈÔÀ ëèáî ñî
180 ìêë ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ c-ÁÑÆÊ â ÔÁÑÒ,
ëèáî ñî 180 ìêë ðàñòâîðîâ àíàëèçèðóåìûõ ñûâîðîòîê
êðîâè, ïðåäâàðèòåëüíî ðàçáàâëåííûõ â 5 ðàç ÔÁÑÒ.
×åðåç 15 ìèí òåñò-ïîëîñêè ïîìåùàëè íà ãîðèçîíòàëü-
íóþ ïîâåðõíîñòü è âûñóøèâàëè.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà
òåñò-ïîëîñêè ñêàíèðîâàëè íà ïëàíøåòíîì ñêàíåðå
«Epson Perfection V700 Photo» («Seiko-Epson»,
ßïîíèÿ), ïîëó÷åííûå â âèäå ãðàôè÷åñêèõ ôàéëîâ (tif)
èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
«Scion Image», îïðåäåëÿëè èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè
ïîëîñ â àíàëèòè÷åñêîé çîíå (â âèäå óñëîâíûõ åäèíèö)
è ñòðîèëè ãðàäóèðîâî÷íûå ãðàôèêè çàâèñèìîñòè èí-
òåíñèâíîñòè ïîëîñ îò êîíöåíòðàöèé ñòàíäàðòíûõ ðà-
ñòâîðîâ ñ-ÁÑÆÊ.

Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ìåòîäà (íã/ìë) ðàññ÷èòûâàëè
êàê êîíöåíòðàöèþ ñ-ÁÑÆÊ, ñîîòâåòñòâóþùóþ äâóì
óñëîâíûì åäèíèöàì èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Èììóíîõðîìàòîãðàôè÷åñêèé àíàëèç îñíîâàí íà

âçàèìîäåéñòâèè îïðåäåëÿåìîãî àíòèãåíà (ñ-ÁÑÆÊ) ñ
àíòèòåëàìè, â êà÷åñòâå âèçóàëüíîãî äåòåêòèðóþùåãî
àãåíòà èñïîëüçóþòñÿ íàíî÷àñòèöû çîëîòà, îáëàäàþ-
ùèå ñïîñîáíîñòüþ ïîãëîùàòü ñâåò â âèäèìîé îáëàñ-
òè ñïåêòðà. Òåñò-ïîëîñêà äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÈÕÀ ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ïîäëîæêó, íà êîòîðóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íî íàêëååíû ìåìáðàíû (ðèñ. 1), âäîëü êîòîðûõ äâè-
æåòñÿ ïîòîê æèäêîñòè, ñîäåðæàùèé àíàëèçèðóåìûé
îáðàçåö.

Ïðè íàíåñåíèè îáðàçöà íà ñïåöèàëüíóþ ìåìáðàíó
íà÷èíàåòñÿ åãî äâèæåíèå âäîëü ïîëîñêè ïîä äåéñòâè-
åì êàïèëëÿðíûõ ñèë. Â ïðèñóòñòâèè îïðåäåëÿåìîãî
àíòèãåíà â îáðàçöå ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà
àíòèãåíà ñ ìå÷åíûìè íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà ñïåöèôè-
÷åñêèìè àíòèòåëàìè, ñîðáèðîâàííûìè íà ñòåêëîâîëî-
êîííîé ìåìáðàíå. Äàëåå â òåñòîâîé çîíå ïðîèñõîäèò
ñâÿçûâàíèå îáðàçîâàâøåãîñÿ èììóíîêîìïëåêñà èììî-
áèëèçîâàííûìè â âèäå óçêîé ëèíèè ñïåöèôè÷åñêèìè
àíòèòåëàìè è íàáëþäàåòñÿ ïîÿâëåíèå îêðàøåííîé
ïîëîñû, èíòåíñèâíîñòü êîòîðîé ïðîïîðöèîíàëüíà ñî-
äåðæàíèþ àíàëèçèðóåìîãî âåùåñòâà â îáðàçöå. Èçáû-
òîê íåñâÿçàâøèõñÿ ìå÷åíûõ àíòèòåë ìèãðèðóåò äàëåå
ê êîíòðîëüíîé çîíå, ãäå  èììîáèëèçîâàíû àíòèâèäî-
âûå àíòèòåëà, è îáðàçóåòñÿ âòîðàÿ îêðàøåííàÿ ëèíèÿ.
Ïðè îòñóòñòâèè â èññëåäóåìîì îáðàçöå ñ-ÁÑÆÊ
ìå÷åííûå çîëîòîì àíòèòåëà çàäåðæèâàþòñÿ ëèøü

âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè â êîíòðîëüíîé çîíå. Òàêèì
îáðàçîì, íàëè÷èå âèäèìîé îêðàñêè â êîíòðîëüíîé
çîíå â îáîèõ ñëó÷àÿõ ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàáîòîñïî-
ñîáíîñòè òåñòà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûëè äîñ-
òóïíû äâà âèäà ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÏÀò<Ê5>,
ÏÀò<Ê10>) è äâà âèäà ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
(ÌÀò<9F3>, ÌÀò<10E1>), ñïåöèôè÷íûõ ê ñ-ÁÑÆÊ. Â
ïåðâóþ î÷åðåäü íåîáõîäèìî áûëî ïîäîáðàòü îïòè-
ìàëüíûå óñëîâèÿ (ìèíèìàëüíàÿ ñòàáèëèçèðóþùàÿ
êîíöåíòðàöèÿ è ðÍ ñîðáöèè) äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëü-
íûõ ìå÷åííûõ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà àíòèòåë, ñïî-
ñîáíûõ ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ñ-ÁÑÆÊ.
Áûëè ïðèãîòîâëåíû ñåðèè ðàñòâîðîâ êîëëîèäíîãî çî-
ëîòà ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè ðÍ (îò 5,5 äî 9,0), ê
êîòîðûì äîáàâëÿëè ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíòèòåë (îò 0 äî 30 ìêã/ìë). Ïðè óâåëè÷å-
íèè èîííîé ñèëû äîáàâëåíèåì õëîðèäà íàòðèÿ ïðîèñ-
õîäèëà àãðåãàöèÿ íåñòàáèëèçèðîâàííûõ íàíî÷àñòèö
çîëîòà, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèåì öâåòà ðà-
ñòâîðà ñ êðàñíîãî äî ñåðî-ñèíåãî, âïëîòü äî áåñöâåò-
íîãî. Äëÿ ñòàáèëèçèðîâàííûõ íàíî÷àñòèö çîëîòà õà-
ðàêòåðíûé ïèê ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà íàõîäèòñÿ â
ðàéîíå 520 íì. Ïîýòîìó äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷å-
ñòâåííîãî ýôôåêòà ñòàáèëèçàöèè âû÷èñëÿëè ðàçíîñòü
îïòè÷åñêèõ ïîãëîùåíèé ðàñòâîðà ïðè äëèíàõ âîëí 520
è 580 íì (À520–À580).

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ïîëó÷åííûå äàííûå äëÿ
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ÌÀò<10E1>, ñïåöèôè÷íûõ ê
ñ-ÁÑÆÊ. Äëÿ àíòèòåë ÏÀò<Ê5>, ÏÀò<Ê10> è
ÌÀò<9F3> áûëè ïîëó÷åíû àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû.
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè
àíòèòåë âëèÿíèå ðÍ, íà÷èíàÿ ñ 7,5, íà ñòàáèëèçàöèþ

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòè ðàçíîñòè îïòè÷åñêîãî ïîãëîùåíèÿ
(À520–À580) îò êîíöåíòðàöèè ÌÀò<10E1> äëÿ ðàçíûõ

çíà÷åíèé ðÍ
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óìåíüøàåòñÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìå÷åíûõ àíòèòåë â êà-
÷åñòâå îïòèìàëüíîãî áûëî âûáðàíî ðÍ ðàñòâîðà 7,0–
7,5 äëÿ âñåõ âèäîâ àíòèòåë.

Â èçó÷åííîì äèàïàçîíå íàãðóçêè çîëÿ ïî àíòèòå-
ëàì â ïðåäåëàõ 0–30 ìêã/ìë ìèíèìàëüíàÿ íàñûùàþ-
ùàÿ êîíöåíòðàöèÿ àíòèòåë, îáåñïå÷èâàþùàÿ íàèáîëü-
øóþ óñòîé÷èâîñòü çîëÿ ê êîàãóëèðóþùåìó äåéñòâèþ
ýëåêòðîëèòà, îïðåäåëÿåòñÿ âûõîäîì êðèâîé íà ïëàòî,
è äëÿ ÌÀò<10E1> îíà ñîñòàâèëà 10 ìêã íà ìë çîëÿ,
ÌÀò<9F3> – 15 ìêã/ìë, à äëÿ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë ÏÀò<Ê5> è ÏÀò<Ê10> – 10 ìêã/ìë. Äàííûå êîí-
öåíòðàöèè áûëè èñïîëüçîâàíû ïðè ïîëó÷åíèè êîíúþ-
ãàòîâ àíòèòåë ñ íàíî÷àñòèöàìè çîëîòà.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå áûëà âûáðàíà ïàðà àíòèòåë,
èììîáèëèçîâàííûõ íà ôàçå è ìå÷åíûõ íàíî÷àñòèöà-
ìè çîëîòà, îáåñïå÷èâàþùèõ ìàêñèìàëüíóþ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü àíàëèçà ñ-ÁÑÆÊ. Áûëè èçó÷åíû âñå âîç-
ìîæíûå êîìáèíàöèè, êîãäà íà ôàçå íàíåñåí îäèí âèä
àíòèòåë, à êîíúþãàò ïðèãîòîâëåí ñ äðóãèìè àíòèòåëà-
ìè. Äëÿ êàæäîé ïàðû àíòèòåë áûë ïðîâåäåí ÈÕÀ
äëÿ ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ ñ-ÁÑÆÊ â ÔÁÑÒ
(ðèñ. 3). Íàèëó÷øèé ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ è ñàìûé
âûñîêèé ñèãíàë áûë ïîëó÷åí äëÿ ïàðû ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë MAò<10E1>, èììîáèëèçîâàííûõ íà ìåì-
áðàíå, è MÀò<9F3>, êîíúþãèðîâàííûõ ñ íàíî÷àñòèöà-
ìè çîëîòà (ðèñ. 4, êðèâàÿ 1). Â ñëó÷àå èñïîëüçîâà-
íèÿ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ÏÀò<K5>, èììîáèëèçî-
âàííûõ íà ìåìáðàíå â êîìáèíàöèè ñ òåì æå êîíúþ-
ãàòîì, ñèãíàë çàìåòíî óìåíüøàåòñÿ è íàáëþäàåòñÿ
ïðèñóòñòâèå ôîíîâîãî ñèãíàëà (ðèñ. 4, êðèâàÿ 2).
Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ñ ìå÷åíûìè ÌÀò<10E1> áûëè
õóæå êàê ñ ìîíîêëîíàëüíûìè, òàê è ñ ïîëèêëîíàëüíû-
ìè àíòèòåëàìè (ðèñ. 4, êðèâûå 3, 4 ñîîòâåòñòâåííî).
Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë, èììîáè-
ëèçîâàííûõ íà ìåìáðàíå è êîíúþãèðîâàííûõ ñ íàíî-
÷àñòèöàìè çîëîòà, íàïðèìåð ÏÀò<Ê5> ñ êîíúþãàòîì
Au-ÏÀò<Ê10> (ðèñ. 4, êðèâàÿ 5), íàáëþäàåòñÿ íèçêèé
ñèãíàë, ïðèñóòñòâèå ôîíîâîãî ñèãíàëà è ñàìàÿ íèçêàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà.

Â õîäå äàëüíåéøåé ðàáîòû áûëè âûáðàíû äâå
ìåìáðàíû (àíàëèòè÷åñêàÿ è äëÿ íàíåñåíèÿ îáðàçöà),
îïòèìèçèðîâàíû êîíöåíòðàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ èììó-
íîðåàãåíòîâ, à òàêæå óñëîâèÿ èììîáèëèçàöèè àíòèòåë
íà ìåìáðàíå. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ñîðáèðî-
âàííûõ àíòèòåë MAò<10E1> (ñ 0,25 äî 1 ìã/ìë â
ÔÁÑ) è ìå÷åíûõ àíòèòåë MAò<9F3> (ñ 5 äî 10 ìêë
íà ïîëîñêó) ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè
ðåãèñòðèðóåìîãî ñèãíàëà è íàêëîíà ãðàäóèðîâî÷íîãî
ãðàôèêà íà íà÷àëüíîì îòðåçêå, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ
ñýíäâè÷-ìåòîäîâ àíàëèçà. Îäíàêî ïðè êîíöåíòðàöèè
ÌÀò<10E1> 1 ìã/ìë íàáëþäàëîñü ïîÿâëåíèå ôîíîâî-
ãî ñèãíàëà, ò.å. íàëè÷èå íåñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ ñ-ÁÑÆÊ â àíàëèçèðóå-
ìîì ðàñòâîðå, ÷òî êðàéíå âàæíî ïðè âèçóàëüíîé îöåí-
êå ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà. Òàêèì îáðàçîì, â êà÷åñòâå
îïòèìàëüíûõ áûëè âûáðàíû ñëåäóþùèå óñëîâèÿ: äëÿ
èììîáèëèçàöèè íà ìåìáðàíå ÌÀò<10E1> ñ êîíöåíòðà-
öèåé 0,5 ìã/ìë è ìå÷åííûå çîëîòîì MAò<9F3> â êî-
ëè÷åñòâå 7,5 ìêë (À520 = 2 îïò. åä.). Òèïè÷íûé ãðàäó-
èðîâî÷íûé ãðàôèê ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 5 (êðèâàÿ 1).
Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü êîíöåíòðà-
öèþ ñ-ÁÑÆÊ â äèàïàçîíå 2–100 íã/ìë. Ïðåäåë îáíà-
ðóæåíèÿ ìåòîäà ñîñòàâèë 2 íã/ìë ñ-ÁÑÆÊ. Ìåòîä
õàðàêòåðèçóåòñÿ õîðîøåé âîñïðîèçâîäèìîñòüþ ðå-
çóëüòàòîâ, êîýôôèöèåíò âàðèàöèè äëÿ ñòàíäàðòíûõ
êîíöåíòðàöèé ñ-ÁÑÆÊ íå ïðåâûøàë 8%.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äîñòîâåðíîñòè ðàçðàáîòàííîãî
ìåòîäà ÈÕÀ áûëî ïðîâåäåíî îïðåäåëåíèå ñ-ÁÑÆÊ â
ñûâîðîòêàõ êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé (êîíòðîëüíàÿ ãðóï-
ïà) è ïàöèåíòîâ ñ êëèíè÷åñêè ïîäòâåðæäåííûì äèàã-
íîçîì ÎÈÌ. Ïðåäâàðèòåëüíî áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ
ñ-ÁÑÆÊ, íã/ìë: à – 0; á – 5; â – 10; ã – 20; ä – 50; å – 100

Ðèñ. 4. Ãðàäóèðîâî÷íûå ãðàôèêè, ïîëó÷åííûå äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñ-ÁÑÆÊ: 1 – èììîáèëèçîâàíû MAò<10E1>, êîíúþãàò ñ
MÀò<9F3>; 2 – ÏÀò<K5>, êîíúþãàò ñ MAò<9F3>;
3 – MAò<9F3>, êîíúþãàò ñ ÌÀò<10E1>; 4 – ÏÀò<K5>, êîíúþ-
ãàò ñ ÌÀò<10E1>; 5 – ÏÀò<Ê5>, êîíúþãàò ñ ÏÀò<Ê10>
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Ðèñ. 5. Ãðàäóèðîâî÷íûå ãðàôèêè, ïîëó÷åííûå äëÿ ñòàíäàðòíûõ
ðàñòâîðîâ ñ-ÁÑÆÊ, ïðèãîòîâëåííûõ: 1 – â ñûâîðîòêå êðîâè,
íå ñîäåðæàùåé ñ-ÁÑÆÊ, ðàçáàâëåííîé â 5 ðàç; 2 – â ÔÁÑÒ

êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè êðîâè íà ðåçóëüòàòû àíàëèçà
(ðèñ. 5, êðèâûå 1 è 2) è ïîêàçàíî, ÷òî ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü àíàëèçà è àíàëèòè÷åñêèé ñèãíàë óâåëè÷èâàþòñÿ
ïî ñðàâíåíèþ ñ áóôåðíûì ðàñòâîðîì. Ïðåäåë îáíà-
ðóæåíèÿ ìåòîäà â ýòîì ñëó÷àå ñîñòàâèë 1,5 íã/ìë,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò 7,5 íã/ìë ñ-ÁÑÆÊ â àíàëèçèðóå-
ìîì îáðàçöå ñûâîðîòêè êðîâè.

Ïðè àíàëèçå ñûâîðîòîê êðîâè â êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïå (N = 25) â àíàëèòè÷åñêîé ÷àñòè òåñò-ïîëîñêè íà-
áëþäàëàñü òîëüêî îäíà êîíòðîëüíàÿ ïîëîñà. Ýòî ñâè-
äåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ñ-ÁÑÆÊ â
íèõ íèæå ïðåäåëà îáíàðóæåíèÿ íàøåãî ìåòîäà
(7,5 íã/ìë). Ïðè àíàëèçå îáðàçöîâ ñûâîðîòîê êðîâè
ïàöèåíòîâ ñ ïîäòâåðæäåííûì äèàãíîçîì ÎÈÌ (N =
10) òåñò ïîêàçûâàë ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò (äâå
îêðàøåííûå ëèíèè â àíàëèòè÷åñêîé çîíå) äëÿ âñåõ
îáðàçöîâ (òàáëèöà). Îáðàçöû áðàëè ïðè ïîñòóïëåíèè
ïàöèåíòîâ â áîëüíèöó è äàëåå ÷åðåç êàæäûå 6 ÷.
Ïîñëå 6 ÷ íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè
ñèãíàëà â òåñòîâîé çîíå, à ÷åðåç 24 ÷ ïðåâûøåíèå
ïîðîãîâîãî çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ñ-ÁÑÆÊ áûëî
òîëüêî ó îäíîãî ïàöèåíòà.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàííûé ìåòîä äëÿ ýêñïðåññ
îïðåäåëåíèÿ ñ-ÁÑÆÊ ìîæåò áûòü óñïåøíî èñïîëüçî-
âàí â êëèíèêî-äèàãíîñòè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèÿõ ìåäè-
öèíñêèõ ó÷ðåæäåíèé êàðäèîëîãè÷åñêîãî ïðîôèëÿ, à
òàêæå â îòäåëåíèÿõ ñêîðîé ïîìîùè è êàðäèîðåàíèìà-
öèè äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ èëè îïðîâåðæåíèÿ äèàãíîçà
íà ðàííèõ ñòàäèÿõ âîçíèêíîâåíèÿ ÎÈÌ (ñ ïåðâîãî
÷àñà è áîëåå).

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñ-ÁÑÆÊ â ñûâîðîòêàõ êðîâè ïàöèåíòîâ ñ äèàãíîçîì ÎÈÌ ìåòîäîì
ÈÕÀ

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ìèíîáðíàóêè Ðîññèè (ïðîåêò ¹ 16.512.11.2216).

ñ-ÁÑÆÊ 
Íîìåð 
îïûòà ïðè 

ïîñòóïëåíèè ÷åðåç 6 ÷ ÷åðåç 12 ÷ ×åðåç 18 ÷ ×åðåç 24 ÷ 

50-010 + + + - - 

50-028 + + + - - 

50-039 + + + + - 

67-004 + + + + - 

67-006 + + - - - 

67-007 + + + - - 

67-009 + + + + + 

67-010 + + - - - 

67-013 + + + + - 

67-014 + + + + - 

(+) - ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò; (–) - îòðèöàòåëüíûé ðåçóëüòàò 
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IMMUNOCHROMATOGRAPHIC EXPRESS-ANALYSIS OF HUMAN HEART
FATTY ACID BINDING PROTEIN FOR ACUTE MYOCARDIAL
INFARCTION

E.A. Yakovleva, I.P. Andreeva, V.G. Grigorenko, A.P. Osipov
(Division of Chemical Enzymology)

As protein analyte the human heart fatty acid binding protein (H-FABP) was chosen, which is a
new and sensitive marker for acute myocardial infarction. Rapid lateral flow immunoaassay
based on colloidal gold nanoparticles as a visual marker was developed for H-FABP detection in
serum. The detection limit of the method was 1,5 ng/ml, the variation coefficient did not exceed
8%. With the  developed test system was analyzed a set of serum samples periodically withdrawn
from the patients with diagnosis of acute myocardial infarction (N = 10) over a period of 24 h after
admission to the hospital and the results were positive; in case of healthy individuals (N = 25) test
results were negative.

Key words: immunochromatographic assay; acute myocardila infarction; human heart
fatty acid binding protein.
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