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Одна из наиболее важных и актуальных задач  в 
области аналитической биотехнологии – разработка 
новых простых методов и устройств, позволяющих 
осуществлять экспресс-анализы сложных смесей био-
логически активных соединений в объектах окружа-
ющей среды и биологических жидкостях. Обязатель-
ные требования к ним состоят в простоте выполнения 
анализа, экспрессности, высокой чувствительности, 
воспроизводимости результатов, стабильности, отно-
сительно низкой стоимости, а также в дополнитель-
ной возможности одновременного количественного 
определения содержания в анализируемой пробе не-
скольких веществ (различных микроорганизмов, ал-
лергенов, пестицидов, антибиотиков и т.д.) в течение 
реального времени (<15 мин). Экспресс-тесты тако-
го типа в литературе получили общее название «бы-
стрых тестов» («rapid tests»). Эту группу аналитиче-
ских методов часто объединяют под эквивалентными 
по смыслу названиями, такими как «анализы на ме-
сте» («point-of-care tests» или POC), «анализы на при-
еме у доктора» («doctor’s offi ce tests»), «мембранные 
тесты» («membrane tests») и т.д. [1]. В основе функ-
ционирования таких биоаналитических устройств ле-
жат следующие общие процессы (рис. 1): 

1) первоначальное «узнавание» анализируемого 
вещества в растворе, осуществляемое, как правило, 
за счет эффективных биоспецифических взаимо-
действий типа антиген–антитело, взаимодействия 
между собой фрагментов ДНК и др.;               

2) последующие преобразования в системе, приво-
дящие к «визуализации» таких специфических взаи-
модействий. 

Процесс перевода «скрытого изображения» (т.е. 
образовавшихся биоспецифических комплексов) в 
детектируемый сигнал может быть основан на из-
менении физико-химических свойств реакционной 
среды (например, в иммунохимических реакциях 
преципитации и агглютинации с участием пары ан-
титело – поливалентный антиген) или  на введении 
в структуру реагирующих молекул детектируемой в 
очень низких концентрациях метки (радиоактивной, 
ферментной, флуоресцентной и др.). Наличие обра-
зующихся комплексов с анализируемым веществом 
может быть определено либо визуально (по окраши-
ванию раствора или твердой фазы, образованию в си-
стеме осадка или помутнению раствора), либо с по-
мощью соответствующего инструментального обо-
рудования (например, отражательных фотометров) 
для количественной оценки меченых комплексов, что 
позволяет вычислять точную концентрацию опреде-
ляемого соединения в анализируемой пробе с исполь-
зованием калибровочных кривых. 

Золотые наночастицы в латеральном проточном 
иммуноанализе

В последнее время для решения многих практи-
ческих задач медицинской и ветеринарной  диагно-
стики, а также пищевой промышленности, охраны 
окружающей среды и т.д. активно разрабатываются 
и реализуются иммунохимические экспресс-методы 
анализа с использованием в качестве меток антител 
коллоидных частиц металлов, обладающих уникаль-
ными физико-химическими и оптическими свойства-
ми вследствие своих нанометровых размеров. Наибо-
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лее широкое распространение в качестве меток полу-
чили наночастицы  коллоидного золота [2]. Размер та-
ких частиц, как правило, варьирует в пределах 10–50 
нм. Основными преимуществами  их использования 
в качестве метки являются низкий предел обнаруже-
ния наночастиц коллоидного золота (как в растворе, 
так и на поверхности твердых фаз), отсутствие не-
обходимости добавлять специальные реагенты для 
их визуализации (например, субстраты в случае фер-
ментных меток) и достаточно хорошо разработанные 
разнообразные методы получения биоконъюгатов 
различных белков (в том числе антител) с золотыми 
наночастицами [3]. 

Интенсивный цвет окрашивания наночастиц зо-
лота, характеризующийся максимумом поглощения в 
районе 520 нм, обусловлен поверхностным плазмон-
ным резонансом, возникающим при взаимодействии 
видимого светового излучения с наноразмерными 
частицами золота [4]. Спектральные характеристи-
ки таких наночастиц золота зависят от их размера, а 
также изменения агрегатного состояния частиц в кол-
лоидном растворе, что обусловливает возможность 
их использования в качестве меток иммунореагентов 
для визуализации процессов биоспецифического уз-
навания  в аналитических системах [5]. Так, образо-
вание достаточно больших по размеру ассоциатов зо-
лотых наночастиц, обусловленное взаимодействием 
меченных золотом антител с анализируемым полива-

лентным антигеном, приводит к изменению окраски 
раствора после увеличения ионной силы раствора, 
что положено в основу разнообразных экспрессных 
гомогенных методов иммуноанализа [6, 7].

Наиболее широкое использование золотые метки 
получили в аналитических устройствах для проведе-
ния так называемого латерального проточного имму-
ноанализа (англ. Lateral Flow Immunoassay) [8, 9]. В 
основе метода лежит совмещение принципов проточ-
ного твердофазного иммуноанализа и хроматографии 
на бумаге, в связи с чем метод часто называют им-
мунохроматографическим. Устройство для проведе-
ния анализа представляет собой узкую тест-полоску 
шириной 4–6 мм и длиной около 7 см, состоящую из 
прочно фиксированных на пластиковой подложке не-
скольких примыкающих друг к другу пористых мем-
бран, по которым под действием капиллярных сил 
самопроизвольно движется поток жидкости, содер-
жащий анализируемый образец (рис. 2). Пористые 
мембранные носители содержат заранее иммобили-
зованные в них реакционные компоненты, позволяю-
щие выявлять наличие в анализируемой смеси опре-
деляемого соединения по окрашиванию тестовой 
зоны аналитической области мембраны.

Последовательность расположения соприкасаю-
щихся между собой мембран включает мембрану для 
нанесения образца, мембрану для биоконъюгата на-
ночастиц золота, аналитическую мембрану (как пра-

Рис. 1. Основные стадии иммунохимического анализа с использованием меченых реагентов 
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вило, на основе нитрата целлюлозы) и впитываю-
щую мембрану, выполняющую для протекающей 
жидкости роль дополнительного отсасывающего 
микронасоса. Мембраны для образца и конъюгата 
представляют собой целлюлозные или стекловоло-
конные высокопористые материалы с минималь-
ной сорбционной способностью по отношению к 
компонентам жидкости,  способные быстро впи-
тывать анализируемый образец и перемещать его к 
аналитической мембране.  

На рис. 3 приведена иллюстрация принципа про-
ведения иммунохроматографического анализа, ис-
пользуемого для определения большинства белковых 
антигенов, в основе которого лежит так называемая 
сэндвич-схема иммуноанализа. На аналитической 
мембране нанесены два вида антител: 

в виде первой поперечной тестовой линии пред-
варительно сорбированы и высушены первые моно-
клональные специфические антитела против опреде-
ляемого антигена, 

во второй зоне в виде поперечной линии распо-
ложены вторичные антитела против специфических 
антител, конъюгированных с золотом. 

Одна или несколько капель анализируемой жид-
кости, содержащей определяемый поливалентный 
антиген, наносится на  мембрану для образца. Вслед-
ствие высокой смачиваемости и пористости мем-
браны и возникновения капиллярных сил жидкость 
распространяется по порам вдоль мембраны для об-
разца, перетекает на вторую мембрану, содержащую 
предварительно высушенный на ней конъюгат спе-

цифических меченых антител с наночастицами зо-
лота, захватывает его и движется вместе с ним и об-
разцом вдоль аналитической мембраны. Так как кон-
станты скоростей второго порядка взаимодействия 
соответствующих антител с антигенами, как правило, 
в водном растворе достаточно высоки, по мере рас-
пространения образца в порах мембраны происходит 
быстрое образование комплексов между анализируе-
мым антигеном и антителами, меченными золотыми 
наночастицами. Благодаря малым (нанометровым) 
размерам золотых наночастиц, покрытых антитела-
ми, иммунохимическая  реакция в порах протекает 
в псевдогомогенном растворе с высокими скоростя-
ми. При прохождении образовавшихся меченных зо-
лотом иммунокомплексов через первую зону в виде 
поперечной линии, содержащей иммобилизованные 
(сорбированные) на твердой фазе вторые специфи-
ческие моноклональные антитела против определяе-
мого антигена, происходит удерживание иммуноком-
плексов золотых наночастиц на носителе, что визу-
ально проявляется в виде окрашенной поперечной 
тестовой линии. При отсутствии в анализируемом 
растворе определяемого антигена окрашивания те-
стовой линии не наблюдается. В обоих случаях избы-
ток меченных наночастицами золота  специфических 
антител удерживается вторичными антителами, о чем 
свидетельствует появление в аналитической зоне вто-
рой контрольной линии.   

Для определения низкомолекулярных моновалент-
ных антигенов (гаптенов) используется, как правило,  
конкурентная схема анализа, основанная на уменьше-

Рис. 2. Строение тест-полоски для латерального проточного иммуноанализа (иммунох-
роматографического анализа)
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нии в присутствии определяемого гаптена количества 
меченных золотом антител, связанных в тестовой 
зоне аналитической мембраны с иммобилизованным 
аналогом антигена. Результат анализа для такой схе-
мы характеризуется уменьшением интенсивности 
окрашивания тестовой полосы при увеличении кон-
центрации определяемого антигена или полным ее 
отсутствием.

Первая стадия анализа по сэндвич-схеме представ-
ляет собой процесс иммунохимического взаимодей-
ствия анализируемого антигена и конъюгата золота 
с антителами и протекает в гомогенном растворе, 
локализованном в порах аналитической мембраны 
по мере продвижения жидкости вдоль носителя. 
Время распространения реакционных компонен-
тов до первой тестовой зоны, которое можно легко 
варьировать путем изменения физико-химических 
свойств и структуры мембран, как правило, состав-
ляет несколько минут, что позволяет в условиях до-
статочно быстрой реакции взаимодействия антиген–
антитело приблизить ее к равновесному состоянию. 
Вторая стадия включает реакцию взаимодействия 
растворимых иммунокомплексов между меченными 
золотом антителами и определяемым антигеном  с 
иммобилизованными на мембране специфическими 
антителами первой тестовой линии. В обычных ус-
ловиях проведения твердофазного иммуноанализа 
(или дот-анализа)  такой процесс является достаточ-
но длительным (время установления равновесия до 

1 ч) ввиду наличия внешнедиффузионного торможе-
ния реакции между компонентами жидкости и компо-
нентами, сорбированными на твердой фазе. Однако 
в условиях проведения латерального иммуноанализа 
такого торможения не наблюдается ввиду отсутствия 
неперемешиваемого слоя жидкости вблизи твердой 
фазы благодаря ее пористой структуре и постоянно-
му движению жидкости внутри пор носителя. Кине-
тика таких процессов рассмотрена нами ранее [10] на 
системах протекания реакций в тонких (шириной по-
рядка 50–100 мк)  проточных ячейках в ряде модель-
ных экспериментов по взаимодействию антигенов 
из движущегося раствора с иммобилизованными на 
бумаге или поверхности пролистирола антителами. 
Путем сравнения процессов, протекающих в стаци-
онарных условиях и в проточном режиме в тонкос-
лойной ячейке, впервые было показано, что при оди-
наковых характеристиках носителя и концентрациях 
реагентов в растворе и на мембране проведение ре-
акции в тонкослойной кювете, представляющей со-
бой аналог узкой поры мембраны, приводит к снятию 
диффузионных ограничений протекания реакций 
взаимодействия антигена из раствора с иммобилизо-
ванными на твердой фазе антителами. Аналогичные 
процессы характерны и для проточного латерального 
иммуноанализа и реакций взаимодействия антигенов 
с иммобилизованными на мембранах антителами в 
тестовых и контрольных линиях при движении жид-
кости в порах мембраны. Таким образом, несмотря 

Рис. 3. Сэндвич-схема проведения латерального проточного иммуноанализа 
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на гетерогенность системы и прохождение реакции 
между иммобилизованными на мембране антителами 
и компонентами водной фазы пор носителя, диффу-
зионные ограничения в реакциях отсутствуют, что 
обусловливает высокую скорость протекания им-
мунохимических взаимодействий и короткое время 
анализа в устройствах для латерального проточного 
иммуноанализа.

Размер пор различных видов используемых в си-
стемах латерального иммуноанализа мембран может 
достаточно сильно варьировать и, как правило, со-
ставляет величину от нескольких до десятков микрон. 
Структуру внутренних полостей используемых мем-
бран можно представить как совокупность большо-
го количества  перекрывающихся и сообщающихся 
тонких капилляров, по которым протекает жидкость, 
являющихся аналогами тонкой проточной ячейки. 
Для иллюстрации на рис. 4 приведены полученные с 
помощью электронного микроскопа микрофотогра-
фии пористых материалов, используемых в качестве 
мембран-носителей в иммунохроматографических 
системах экспресс-анализа. Видно, что структура 

мембран, несмотря на хаотичность расположения 
самих волокон мембраны, достаточно однородна и 
действительно формирует сообщающиеся полости, 
по которым распространяется поток реакционной 
жидкости. Необходимым условием распространения 
жидкости внутри пор носителя является высокая сма-
чиваемость мембран, достигаемая во многих случаях 
специальной обработкой часто гидрофобной поли-
мерной структуры волокон поверхностно-активны-
ми веществами, поливиниловым спиртом и другими 
агентами, повышающими гидрофильность поверх-
ности. Как правило, фирмы-производители таких 
мембран не конкретизируют их состав, а ограничи-
ваются лишь общими характеристиками, такими как 
скорость смачивания, удельная сорбционная емкость 
по воде, пористость и др.  

Интенсивное развитие иммунохроматографиче-
ских методов в последнее десятилетие и широкое 
внедрение их в практику обусловлено развитием тех-
нологической базы для приготовления компонентов 
устройств для латерального иммуноанализа, в том 
числе  мембран, обладающих уникальными стандарт-

Рис. 4. Полученные с помощью электронной сканирующей микроскопии микрофотографии по-
ристых мембран для конъюгата (а),  для образца с отделением клеток крови (б), для сыворотки (в), 

используемых в системах латерального проточного иммуноанализа
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ными характеристиками по размерам пор и скорости 
протока жидкости, cпособностью эффективно и коли-
чественно необратимо удерживать или сорбировать 
белки в порах носителя (или полностью освобождать 
из пор высушенные специфические компоненты в 
раствор), доступностью специфических компонен-
тов (моноклональные антитела, наночастицы золота, 
используемые в качестве визуальных меток образу-
ющихся специфических иммунокомплексов и т.д.), 
а также разработкой количественных методов детек-
ции результатов анализа. 

Рассматриваемые системы латерального про-
точного иммуноанализа характеризуются следую-
щими особенностями. Во-первых, все необходи-
мые для проведения анализа компоненты содер-
жатся в используемых устройствах (для анализа 
требуется всего лишь нанести на мембрану для об-
разца несколько капель анализируемого раствора). 
Во-вторых, анализ осуществляется в течение доста-
точно короткого времени (как правило, 5–10 мин), 
которое обусловлено величиной скорости распро-
странения жидкости, зависящей от пористости и 
неоднородности структуры используемых мем-
бран. В-третьих, результаты анализа можно реги-
стрировать визуально по интенсивности окраши-
вания линии на мембране или с помощью специ-
альных портативных отражательных фотометров 
(ридеров) в анализируемой пробе. 

Наибольшее распространение такого рода быстрые 
тест-системы получили в медицинской диагностике. 
Тесты, основанные на принципе иммунохромато-
графии, предельно просты в использовании и могут 
применяться на любом этапе оказания медицинской 
помощи населению (как в кабинете врача при прове-
дении профилактических осмотров, так и в клинико-
диагностических лабораториях с высоким уровнем 
оснащенности). Особую актуальность такие тесты 
имеют для обнаружения заболеваний, в которых кри-
тическим фактором является время постановки диа-
гноза, важное для начала эффективного проведения 
соответствующей терапии, например, при выявлении 
острого инфаркта миокарда (ОИМ). В настоящее вре-
мя диагноз ОИМ ставится при наличии у пациентов 
ряда признаков, в том числе болевого синдрома, изме-
нений на кардиограмме и повышения уровня кардио-
специфических ферментов. Однако эти параметры не 
всегда могут быть ярко выражены в первые часы за-
болевания. Изменение концентрации ряда специфи-
ческих маркеров сердечно-сосудистых заболеваний 
в крови, обусловленное разрушением мышечной тка-
ни миокарда, может быть использовано для быстрой 

диагностики ОИМ. Наиболее предпочтительными 
маркерами повреждения миокарда являются тропо-
нины, обладающие абсолютной кардиоспецифично-
стью. При повреждении миокарда уровень тропони-
на обнаруживается через 4–6 ч и остается повышен-
ным до 7–10 дней. Однако определение тропонинов 
не подходит для ранней диагностики ОИМ, поэтому 
наряду с исследованиями тропонинов рекомендуется 
определять ранние миокардиальные маркеры, среди 
которых наиболее перспективным является белок, 
связывающий жирные кислоты (с-БСЖК). При по-
вреждении миокарда концентрация с-БСЖК в кро-
ви значительно повышается уже в первые часы по-
сле появления болевых симптомов. Достоинством 
с-БСЖК является его высокая кардиоспецифичность, 
поскольку он содержится в сердечных мышцах в го-
раздо большем количестве, чем в скелетных тканях. 
Одновременное определение раннего (с-БСЖК) и 
позднего (тропонин I) кардиомаркеров с использова-
нием иммунохроматографических тестов повышает 
эффективность диагностики ОИМ и позволяет опре-
делить скрытые формы инфаркта [11, 12].

В течение начального периода исследований и 
создания иммунохроматографических тест-систем 
большинство из них функционировало по принци-
пу «да-нет», т.е. проявление тестовой полосы в ре-
акционной зоне при визуальном способе детекции 
свидетельствовало о присутствии определяемого 
антигена в анализируемой жидкости. Развитие тех-
нологии получения тест-систем и их стандартиза-
ция привели к разработке количественных систем 
латерального иммуноанализа. Оказалось, что в до-
статочно широком диапазоне определяемых кон-
центраций  интенсивность окраски тестовой по-
лосы в аналитической зоне мембраны  пропорцио-
нальна содержанию меченого компонента, завися-
щему от концентрации анализируемого вещества в 
пробе. Многие компании, в том числе отечествен-
ные,  разрабатывали и в настоящее время предла-
гают на рынке портативные устройства, основан-
ные на отражательной фотометрии, с помощью 
которых можно проводить количественную интер-
претацию результатов анализа [13, 14]. Измерение 
интенсивности окраски тестовых линий в имму-
нохроматографическом анализе с использованием 
такого рода портативных отражательных фотоме-
тров позволяет создавать простые, но достаточно 
точные количественные системы  видеоцифровой 
регистрации, обладающие чувствительностью, 
сравнимой с характеристикой методов иммуно-
ферментного анализа. Количественную регистра-
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цию результатов анализа можно проводить с помо-
щью обычного планшетного сканера и доступных 
стандартных программ для обработки результатов 
измерений (Scion Image и др.).

Квантовые точки как новый класс меток в 
иммуноанализе 

В качестве основных тенденций развития  новых 
направлений исследований в  области высокоэффек-
тивных систем быстрого латерального проточного 
иммуноанализа можно выделить следующие: поиск 
новых классов наноразмерных частиц, обладающих 
уникальными оптическими и другими свойствами 
для использования в качестве меток молекул антител 
или антигенов, создание инструментальных комплек-
сов видеоцифровой регистрации для проведения ко-
личественного анализа, повышение чувствительно-
сти анализа, разработка систем для проведения одно-
временного определения нескольких компонентов в 
одной и той же пробе (мультианализ). 

Особое внимание исследователи уделяли поис-
ку эффективных меток антител, позволяющих улуч-
шить характеристики анализа. Основные требования, 
предъявляемые к таким меткам следующие: низкий 
предел обнаружения метки, высокая стабильность, 
возможность и простота получения конъюгатов 
антител или других белков с метками, наименьшая 
величина неспецифического взаимодействия с ком-
понентами образца, низкая стоимость, возможность 
визуальной или инструментальной количественной 
регистрации меченого компонента в растворе или на 
твердой фазе, отсутствие влияния метки на процесс 
специфического взаимодействия антиген–антитело. 
Среди предложенных в последнее время меток наи-
больший интерес вызывает новый класс полупро-
водниковых нанокристаллов, получивший название 
«квантовые точки» (КТ). 

Квантовые точки, имеющие  по трем направле-
ниям размеры, меньшие, чем радиус экситона Бора 
для конкретного материала, являются перспектив-
ными для использования в качестве меток в ана-
литических, биологических и медицинских иссле-
дованиях благодаря уникальным флуоресцентным 
свойствам, обусловленным эффектом квантового 
простанственного ограничения. Большое распро-
странение получили КТ, состоящие из центрально-
го ядра на основе селенида кадмия, покрытого для 
улучшения флуоресцентных свойств нанооболочкой 
из сульфида цинка (CdSe/ZnS), а также их аналоги 
InAs/GaAs, CdSe/ZnSe, СdTe/ZnS, CdSe/ZnS и др. 
или более сложные структуры типа CdSe/CdS/ZnS, 

CdSe/CdZnS [15, 16]. Обычный размер КТ, включа-
ющий центральное ядро и перефирийную оболочку 
составляет от 2 до 10 нм.

Квантовые точки обладают эффективной фотолю-
минесценцией в видимом и ближнем инфракрасном 
диапазоне спектра, очень широкой областью погло-
щения в спектре возбуждения, в том числе в ультра-
фиолетовом диапазоне. Спектр испускания харак-
теризуется наличием достаточно узкого максимума 
флуоресценции,  положение которого и величина 
сильно зависят от размера КТ и их поверхностного 
покрытия. Ширина пика, не превышающая 30 нм,  
обусловлена некоторым разбросом в размерах КТ, 
получаемых в процессе синтеза и, как правило, не 
превышает 5–10%, что приводит к достаточно узкому 
симметричному пику спектра, значительно отличаю-
щемуся от спектров большинства флуоресцирующих 
органических молекул. При увеличении размера КТ 
происходит заметный сдвиг максимума испускания, 
что сопровождается изменением цвета окраски рас-
твора от голубого до красного. 

Квантовые точки обладают высоким квантовым 
выходом люминесценции (до 80%) и имеют боль-
шой коэффициент молярного поглощения (до 106 

М–1см–1) [17]. Для получения более высокого кван-
тового выхода люминесценции центральную часть 
(ядро) покрывают тонким слоем другого полупрово-
дника (оболочкой), имеющего схожую кристалличе-
скую структуру [18]. 

Широкий спектр поглощения позволяет прово-
дить облучение КТ, отличающихся размером, светом 
с одной и той же длиной волны, регистрируя сигнал 
люминесценции от каждой из них на разных длинах 
волн. Причем КТ по сравнению с обычными флуо-
ресцентными красителями характеризуются очень 
большой величиной Стоксова сдвига, достигающего 
значения 300–400 нм в зависимости от длины света 
возбуждения.  Это уникальное свойство КТ было по-
ложено в основу разработки подходов для проведения 
мультианализа в одной пробе, основанных на введе-
нии в антитела разных по размерам КТ в качестве ме-
ток, отличающихся по специфичности [19, 20].

КТ обладают повышенной по сравнению с орга-
ническими молекулами химической и фотостабиль-
ностью. Например, в работе [21] было показано, что 
КТ на основе CdSe/ZnS в сотни раз более устойчи-
вы к фотообесцвечиванию по сравнению с широко 
используемым органическими флуоресцентными 
красителями AlexaFluor 488 и флуоресцеином. Это 
свойство дает возможность значительно увеличивать 
мощность возбуждающего светового излучения, по-
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вышая предел обнаружения меченных КТ соедине-
ний. Высокая эффективность свечения КТ позволяет 
детектировать даже единичные объекты при исполь-
зовании флуоресцентного микроскопа [22].

Наиболее распространенные способы получения 
КТ основаны на высокотемпературном металлоор-
ганическом химическом синтезе в органическом рас-
творителе, согласно методу, впервые описанному в 
работе на примере синтеза КТ на основе CdSe [23].  
В процессе синтеза, проводимого в присутствии ор-
ганических гидрофобных стабилизаторов, таких как 
триоктилфосфин, триоктилфосфиноксид, олеиновая 
кислота и др., образуются КТ, содержащие на своей 
поверхности гидрофобные лиганды, в связи с чем 
получаемые таким образом КТ хорошо растворимы 
в органических растворителях, но осаждаются в во-
дных растворах [24–26]. Описаны также методы по-
лучения КТ в водных растворах при относительно 
низкой температуре [27].

В целях дальнейшего использования КТ в каче-
стве меток в иммуноанализе необходимо провести их 
конъюгирование с белками в водной среде, для чего 
первоначально модифицируют сильно гидрофоб-
ную поверхность КТ введением в нее гидрофильных 
групп, с которыми можно осуществлять ковалентное 
связывание лигандов, обладающих биоспецифично-
стью. Как правило, используют один из трех разрабо-
танных общих подходов, заключающихся в непосред-
ственной замене гидрофобных лигандов на гидро-
фильные, связывании с  гидрофобными остаткам КТ 
дополнительных амфифильных лигандов, имеющих 
внешние гидрофильные группы, а также силанизиро-
вании поверхности КТ [28–30]. Конечным итогом та-
кой модификации КТ должно быть образование на их 
поверхности гидрофильных функциональных групп, 
с которыми можно осуществлять последующее ко-
валентное связывание биомолекул. Наиболее часто 
для биоконъюгации  используют КТ с введенными во 
внешний слой карбоксильными или аминогруппами. 
Для получения стабильных конъюгатов, содержащих 
прочные ковалентные связи между белками и КТ, мо-
гут быть использованы те же методы, которые широ-
ко распространены для синтеза конъюгатов антител с 
молекулами ферментов [31].  

При использовании КТ в качестве меток анти-
тел могут быть реализованы различные варианты 
как гетерогенного, так и гомогенного видов имму-
ноанализа. Благодаря более высокой яркости КТ и 
возможности регистрации их при достаточно низкой 
концентрации, в стандартном планшетном варианте 
иммуноанализа модельных белков IgG мыши и про-

стат-специфического антигена удалось более, чем на 
порядок повысить предел обнаружения по сравнению 
с обычно используемыми флуоресцентными метками 
[32, 33]. 

Новыми перспективными направлениями исполь-
зования КТ в качестве визуальных меток антител яв-
ляются системы на основе проточного латерального 
иммуноанализа [34, 35], позволяющие совместить 
высокую чувствительность детекции меток в виде 
КТ, простоту и малое время проведения анализа. Ис-
пользование в одном анализе КТ, конъюгированных 
с антителами различной специфичности, дает воз-
можность проводить одновременный мультианализ 
нескольких антигенов в одной анализируемой пробе 
путем обработки наблюдаемых спектров флуоресцен-
ции конечных иммунокомплексов. В одной из послед-
них опубликованных работ [36] описано использова-
ние трех КТ, различающихся по цвету флуоресцен-
ции (красный желтый, зеленый), в связи с чем было 
предложено оригинальное название  «traffi c light test» 
(светофор-тест) для визуального одновременного 
определения трех разных антибиотиков (офлоксацин, 
хлорамфеникол и стрептомицин) в молоке. Авторы 
показали, что с использованием флуориметрической 
детекции данный подход позволяет получать резуль-
таты в течение 10 мин с чувствительностью, в 80–200 
раз превышающей аналогичные характеристики для 
стандартного твердофазного иммуноферментного 
анализа на основе данных антител.

Описаны также системы с использованием КТ  для 
гомогенного быстрого поляризационного флуорес-
центного иммуноанализа [37], хроматографического 
колоночного метода [38] и резонансного переноса 
энергии [39, 40].

Магнитные наночастицы

Перспективным направлением развития быстрых 
методов иммуноанализа является использование  маг-
нитных наночастиц на основе окислов железа в каче-
стве нового типа меток антител. Магнитные микроча-
стицы достаточно давно используют в качестве твер-
дой фазы в гетерогенных методах иммуноанализа как 
в традиционном планшетном варианте, так и в про-
точных системах [41, 42].  Магнитные свойства таких 
частиц позволяют воздействием внешнего магнитно-
го поля осуществлять быстрое и эффективное раз-
деление связанных в иммунокомплекс компонентов,  
сокращать время проведения анализа за счет устра-
нения внешнедиффузионных затруднений на границе 
«поверхность частицы с иммобилизованными анти-
телами – вода» благодаря эффективному перемеши-
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ванию реакционных компонентов под воздействием 
магнитного поля, проводить магнитную сепарацию 
и отмывку твердой фазы с иммунокомплексами от 
несвязавшихся компонентов. Существенными досто-
инствами магнитных меток по сравнению с оптиче-
скими являются возможность их детекции в мутных 
или малопрозрачных (рассеивающих свет) биологи-
ческих средах и высокая стабильность. В отличие от 
ферментных меток они не требуют введения допол-
нительной стадии добавления субстрата и наработки 
детектируемого продукта ферментативной реакции. 

Магнитные метки, как правило, представляют 
собой ядро из окислов железа (Fe2O3 и Fe3O4) диа-
метром 5–50 нм, заключенное в полимерную обо-
лочку, что обусловливает достаточно сильные ва-
риации в размерах образующихся частиц в преде-
лах 20–5000 нм. Поверхность оболочки содержит 
функциональные реакционноспособные группы, с 
которыми возможно ковалентное связывание молекул 
антител для получения соответствующих специфиче-
ских конъюгатов для иммуноанализа. Наноразмеры 
магнитного ядра приводят к появлению уникальных 
магнитных свойств таких частиц, проявляющихся в 
отсутствии эффекта остаточной намагниченности. 
Такие наноразмерные магнитные частицы, получив-
шие название «суперпарамагнитные» [43], в отсут-
ствие сильных магнитных полей не агломерируют в 
водной среде, что создает предпосылки для их ис-
пользования в качестве меток в разных схемах гомо-
генного и гетерогенного анализов. Новые возможно-
сти применения в иммуноанализе магнитных наноча-
стиц в качестве меток, возникли в результате разви-
тия высокочувствительных методов их детекции при 
чрезвычайно низкой концентрации на основе новых 
физических принципов регистрации и создание со-
ответствующего приборного оборудования [44–46]. 
Разработаны системы определения некоторых белко-
вых антигенов с чувствительностью, на три порядка 
превышающей чувствительность иммунофермент-
ных систем при использовании детекции магнитных 
меток на основе гигантского магнитного сопротив-
ления [47]. Весьма интересны новые возможности 
для повышения чувствительности в иммуноанализе 
на основе детекции магнитного сигнала с помощью 
так называемых сверхпроводящих квантовых интер-
ференционных датчиков  (СКВИД) [48], метода де-
тектирования магнитных наночастиц по их нелиней-

ному перемагничиванию, основанного на воздействии 
на наночастицы переменного магнитного поля на двух 
разных частотах. По данным авторов, предел обнару-
жения метода не уступает радиоизотопному методу 
регистрации магнитных частиц, основанному на до-
бавлении при синтезе частиц радиоактивных изотопов 
железа 59Fe с последующей регистрацией сопутству-
ющего γ-излучения [49, 50]. На основе такой системы 
магнитных наночастиц разработан анализ для высоко-
чувствительного количественного определения стафи-
лококковых токсинов в продуктах питания [51]. 

В последнее время появились работы по исполь-
зованию магнитных наночастиц в системах лате-
рального проточного иммуноанализа для проведе-
ния высокочувствительного экспресс-определения 
разных веществ и количественных систем детекции, 
основанных на рассмотренных принципах [52]. Несо-
мненным достоинством таких систем является соче-
тание экспрессности, чувствительности и возможно-
сти точной количественной регистрации результатов 
анализа.

Развитию новых экспериментальных подходов в 
экспресс-методах иммуноанализа в последнее время 
посвящено много работ. В настоящее время разраба-
тываемые новые экспресс-методы позволяют полно-
стью перейти от качественного анализа по принципу 
«да-нет» к получению точных количественных дан-
ных по одновременному определению нескольких 
анализируемых веществ в сложных смесях и биоло-
гических жидкостях с использованием портативных 
считывающих и регистрирующих устройств и пере-
дачей данных посредством новейших IT-технологий. 
Весьма перспективными являются разработки новых  
портативных устройств, позволяющих с использова-
нием простых иммунохроматографических систем 
проводить пациентам либо самодиагностику, обра-
батывая результаты анализа с помощью обычного 
смартфона, снабженного специальной встроенной  
программой, либо отправлять данные в специализи-
рованную лабораторию для их последующей обра-
ботки, постановки диагноза  и получения медицин-
ского заключения [53, 54]. Несомненно, исследования 
в данной области будут активно продолжаться и при-
ведут уже в ближайшее время к созданию простых, 
недорогих, портативных биосенсорных устройств, 
доступных для массового индивидуального исполь-
зования.

Работа поддержана  МОН РФ в рамках раздела «Организация проведения научных исследований» государ-
ственного задания № 2014/113, код анкеты 2086.
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METAL NANOPARTICLES AS A NEW TYPE OF LABELS IN RAPID 
IMMUNOASSAY METHODS

A.P. Osipov1, J.V. Samsonova2, S.E. Kondakov3

(1National University of Science and Technology “MISiS”; 2M.V.Lomonosov Moscow State             
University, Chemistry Faculty,Moscow)

The brief overview of the main directions of development of rapid immunoassays. Emphasis 
is placed on the principles and functioning of the lateral fl ow immunoassay systems. The basic 
properties, advantages and benefi ts of metal nanoparticles as a new class of labels used in 
immunochemical analysis. The possibility of using gold nanoparticles, quantum dots, magnetic 
nanoparticles and the development of new highly sensitive detection systems are discussed. 

Key words: lateral fl ow immunoassay, gold nanoparticles, quantum dots, magnetic nanoparticles.
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