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Уважаемые коллеги!
В данном выпуске “Журнала аналитической

химии” представлены работы по биохимическим
методам анализа, одному из важных и активно
развивающихся направлений аналитической хи-
мии. В основе этих методов лежат реакции, осу-
ществляемые с использованием специфических
биологических молекул – ферментов, антител,
рецепторов и др. Биохимические взаимодействия
обеспечивают возможность выявления целевых
соединений в сложных, многокомпонентных
пробах. Существующее разнообразие биохимиче-
ских реагентов позволяет разрабатывать методы
обнаружения и оценки содержания аналитов раз-
ного строения и свойств – от тяжелых металлов,
пестицидов и антибиотиков до вирусных частиц и
бактериальных клеток. Возможности этих мето-
дов анализа в последние годы неуклонно расши-
ряются благодаря применению молекулярного
дизайна новых рецепторных молекул с управле-
нием их аффинностью и селективностью, ис-
пользованию разнообразных наномаркеров и их
сочетаний для достижения минимальных преде-
лов обнаружения, разработкам новых подходов
для проведения внелабораторного и многоком-

понентного анализа. В настоящее время коммер-
чески доступны био- и иммунодиагностические
наборы для определения широкого круга соеди-
нений, используемые в практике медицинской и
ветеринарной диагностики, экологического мо-
ниторинга, контроля качества и безопасности по-
требительской продукции. Но биохимический
анализ – интенсивно развивающаяся область, в
которой многое еще находится на уровне науч-
ных исследований.

Работы в данном номере журнала направлены
в основном на анализ объектов для целей меди-
цины. Авторы статей – ведущие российские спе-
циалисты в области биоаналитической химии. Не
претендуя на представление всех направлений ис-
следований, подготовленный спецномер “Журна-
ла аналитической химии”, надеемся, позволит
оценить разнообразие и уровень современных
отечественных разработок и привлечет внимание
аналитического сообщества к возможностям
биохимического анализа.

Редактор-составитель выпуска

доктор химических наук, профессор Б.Б. Дзантиев

EDN: QBZBWD
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Одним из приоритетных направлений развития современных иммуноаналитичеcких систем стало
обеспечение достоверного выявления и определения все более низких концентраций аналитов.
В этой связи востребована оценка факторов, влияющих на предел обнаружения и лимитирующих
дальнейшее снижение этой величины. В мини-обзоре рассмотрено разнообразие иммуноаналити-
ческих систем, теоретические оценки их пределов обнаружения. Охарактеризованы возможности
снижения предела обнаружения, предоставляемые изменением состава определяемых иммунных
комплексов, использованием новых маркеров, включаемых в эти комплексы, различными спосо-
бами их регистрации и усиления регистрируемого сигнала. Обсуждаются подходы, предлагаемые
для выявления в тестируемых пробах единичных молекул целевых соединений.

Ключевые слова: иммуноаналитические методы, иммунные комплексы, маркеры, предел обнаруже-
ния, способы усиления сигнала, выявление единичных молекул.
DOI: 10.31857/S0044450222040156

Иммунохимические методы выявления и
определения содержания различных соединений,
основанные на применении антител, нашли ши-
рокое применение в современной практике – в
медицинской и ветеринарной диагностике, кон-
троле качества и безопасности потребительской
продукции (прежде всего, продуктов питания),
экологическом мониторинге [1, 2]. Все иммуно-
химические методы основаны на образовании
комплекса антител с определяемым антигеном
(аналитом), который регистрируется инструмен-
тально или визуально. Разнообразные наборы ре-
агентов и методики определения отличаются как
по схемам формирования иммунных комплексов
и способам их регистрации, так и по используе-
мым препаратам антител, которые могут связы-
вать целевые соединения с разной аффинностью
и специфичностью [3]. В этой связи востребовано
сравнение доступных пользователю вариантов,
при выборе из которых крайне важную роль игра-
ет предел обнаружения – минимальная выявляе-
мая концентрация целевого соединения. Для
обоснованного сравнения данная величина
должна быть корректно установлена; особенно-
сти решения этой задачи неоднократно обсужда-
лись применительно к биоаналитическим систе-
мам [4–6].

Чтобы аналитическая методика имела практи-
ческую ценность, предел обнаружения должен
быть ниже или равен концентрации, являющейся
пороговой для принятия решения на основании
результатов анализа пробы (например, предельно
допустимой концентрации в пище опасного для
здоровья вещества или концентрации биомарке-
ра в крови, разграничивающей здоровых и боль-
ных пациентов). Это требование необходимо, но
не достаточно. На сегодняшний день для боль-
шинства значимых биологически активных ве-
ществ уже предложены аналитические методики
с пределами обнаружения, достигшими эти поро-
говые уровни. Однако поиск методик с еще
меньшими пределами обнаружения продолжа-
ется [7–11]. В чем состоят преимущества таких
разработок? Во-первых, информация о присут-
ствии контролируемого соединения даже в кон-
центрации ниже пороговой также позволяет сде-
лать значимые выводы. Например, концентрация
биомаркера некоторой патологии еще недоста-
точно высока, чтобы говорить о заболевании, но
свидетельствует о возможных угрозах для здоро-
вья в будущем и целесообразности профилакти-
ческих мер. Во-вторых, снижение предела обна-
ружения, как правило, сопровождается ростом
точности определения концентраций аналита,
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близких к пороговым. В-третьих, низкий предел
обнаружения обеспечивает запас при работе с
многокомпонентными пробами биологического
происхождения, матрица которых может влиять
на формирование специфических комплексов и
генерацию регистрируемого сигнала. В таких си-
туациях простое разбавление пробы значительно
снижает влияние матрицы на получаемые резуль-
таты.

Существуют и исключения, когда для анали-
тической методики оптимален строго определен-
ный предел обнаружения. Как правило, это при-
суще унифицированным методикам с фиксиро-
ванным разведением пробы (автоматические
анализаторы) или без разведения (полевые обсле-
дования), когда информация о достижении поро-
говой концентрации достаточна для дальнейших
действий, например, для отбраковки коммерче-
ских продуктов с превышением нормативных
требований по уровню контаминант. Однако в
большинстве случаев предельно низкий уровень
выявляемых концентраций все же востребован.

Стремление ко все более низким пределам об-
наружения влияет и на научные разработки. В ве-
дущих журналах, специализирующихся в области
биоаналитических методов, доминируют статьи,
описывающие установление рекордно низких
пределов обнаружения применительно к тому
или иному практически востребованному анали-
ту. Такая гонка иногда негативно сказывается на
качестве и значимости результатов разработок.
Встречаются статьи, в которых предложенные из-
менения аналитической методики не сопровож-
даются значительными изменениями регистри-
руемого параметра и не должны были бы вызвать
столь существенный сдвиг предела обнаружения,
который, тем не менее, декларируется авторами
без объяснения причин и не подтверждается в по-
следующих публикациях.

В этой ситуации важно понимать, какие пре-
делы обнаружения в принципе могут быть до-
стигнуты при известных характеристиках компо-
нентов иммуноаналитической системы – кон-
стантах взаимодействия реагентов, соотношении
между концентрацией образующегося иммунно-
го комплекса и величиной генерируемого им сиг-
нала. Эта информация позволяет научно обосно-
ванно относиться к достигаемым пределам обна-
ружения, подразделяя их на потенциально
возможные и нереалистичные. Более того, зна-
ния о том, какие факторы лимитируют снижение
предела обнаружения, служат основой при выбо-
ре наиболее перспективных подходов к дальней-
шему совершенствованию аналитических систем
и корректного планирования их разработок.

Данный мини-обзор посвящен рассмотрению
факторов, лимитирующих пределы обнаружения

иммуноаналитических систем, и путей преодоле-
ния существующих ограничений.

ОСОБЕННОСТИ РАЗЛИЧНЫХ ФОРМАТОВ 
ИММУНОАНАЛИЗА

Иммуноаналитические методы основаны на
применении антител или их производных в каче-
стве рецепторных молекул. Способность антител
связываться с высокой аффинностью с самыми
различными соединениями (антигенами) обеспе-
чивается генетической вариабельностью опреде-
ленных участков этих молекул и осуществляемом
в организмах животных отборе клонов продуци-
рующих антитела клеток при контакте с соответ-
ствующим антигеном (клонально-селекционная
теория) [12], а также дополнительными процесса-
ми диверсификации антител в организме [13].
Разработан ряд протоколов, позволяющих полу-
чать in vivo или in vitro высокоспецифичные анти-
тела [14–16]. Количество вариантов антител раз-
ной специфичности, которые могут быть нарабо-
таны этими методами, оценивается в десятки
миллионов, а последующая генно-инженерная
модификация антигенсвязывающих сайтов анти-
тел еще больше увеличивает их разнообразие.
При этом, если ранние методики позволяли по-
лучать антитела лишь к биополимерам, то на се-
годняшний день имеется множество антител,
связывающихся с различными низкомолекуляр-
ными соединениями и даже с ионами металлов
[17, 18], селективно распознающих близкие по
структуре молекулы. В каталогах ведущих фирм
представлены десятки тысяч препаратов антител
к различным соединениям.

Иммуноаналитические разработки начина-
лись с методик, в которых комплексообразование
антиген–антитело регистрировалось без допол-
нительных реагентов, например, по формирова-
нию в растворе мутного преципитата или осажде-
нию иммунного комплекса в виде наблюдаемого
невооруженным глазом осадка. Однако величины
пределов обнаружения для таких методик были
весьма высокими, и их применение было оправ-
дано лишь для немногих соединений с высоким
содержанием в биопробах [19]. Для преодоления
этого ограничения было предложено мечение им-
мунореагентов соединениями, выявляемыми в
низких концентрациях. В качестве таких марке-
ров в разных разработках применяют изотопы,
ферменты, флуорофоры [20]. Чтобы измерить ко-
личество образовавшихся иммунных комплек-
сов, успешно используется иммобилизация реа-
гентов на носитель и его отмывка после проведения
иммунной реакции, удаляющая несвязавшиеся ре-
агенты и компоненты пробы (гетерогенные схемы
анализа). Существуют и безразделительные (го-
могенные) схемы анализа, однако они требуют
существенных изменений свойств маркера при
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включении в иммунный комплекс и, как прави-
ло, более чувствительны к влиянию матрицы те-
стируемых проб [21]. При этом, если в начале раз-
работок гомогенных методов иммуноанализа в
основном предлагалось использовать модуляцию
активности ферментного маркера в комплексе с
антителами [22], то разрабатываемые сейчас ме-
тодические решения преимущественно основаны
на процессах переноса энергии между донором и
акцептором, объединяемых в результате реакции
антиген–антитело [23–25].

Рис. 1 схематично демонстрирует разнообра-
зие иммуноаналитических методов и смещение
новых разработок в область более низких опреде-
ляемых концентраций. Отметим, что на сего-
дняшний день массовое практическое примене-
ние нашли лишь немногие из этих методов – им-
муноферментный анализ с колориметрическим и
люминесцентным детектированием, иммунохро-
матография и, для ряда низкомолекулярных ана-
литов, поляризационный флуоресцентный им-
муноанализ. Для соединений, контролируемых в
высоких концентрациях, по-прежнему применя-

ют агглютинационные методы из-за их методиче-
ской простоты. Радиоиммунные методы анализа,
пережившие бум во второй половине прошлого
века, сейчас используют все реже. Учитывая эту
консервативность, следует понимать, что успех
какой-то новой разработки по снижению предела
обнаружения сам по себе не гарантирует ее после-
дующей популярности как средства массовой диа-
гностики. Для такого перевооружения аналитиче-
ских лабораторий должно совпасть много факторов
как научно-организационного (применимость для
многих аналитов, создание приборной базы), так и
социального характера.

Предложено большое число классификаций
форматов иммунохимического анализа, основан-
ных на отличиях по типу используемых маркеров,
составу определяемых иммунных комплексов и
последовательности их формирования [28, 29].
При рассмотрении вопросов о пределах обнаруже-
ния, достигаемых в разных форматах иммуноана-
лиза, первоочередное значение имеет их разделение
на односайтные (конкурентные) форматы, исполь-
зуемые при определении низкомолекулярных ан-

Рис. 1. Концентрации аналитов, определяемые с помощью различных иммуноаналитических методов (на основании
данных [26, 27]). Расположение методов сверху вниз соответствует примерному хронологическому порядку их появ-
ления.

пг/мл нг/мл мкг/мл мг/мл

ПРЕДЕЛ ОБНАРУЖЕНИЯ

Иммунопреципитация

Турбидиметрия

Нефелометрия

Латекс-агглютинация

Реакция связывания комплемента

Латекс-усиленная турбидиметрия

Радиоиммуноанализ

ИФА

Мультиплексный ИФА

ПФИА

Иммунофлуоресценция, в т. ч. иммуночипы

Времяразрешенный флуоресцентный лантаноидный

иммуноанализ

Хемилюминесцентный иммуноанализ

Электрохимические иммуносенсоры

ИХА

Рамановские иммуносенсоры

Гомогенные иммуносенсоры с переносом энергии

ИммуноПЦР

Усиленные

электрохимические иммуносенсоры

Усиленный ИХА

Современные рекордные разработки

разных видов

 



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 4  2022

ПРЕДЕЛЫ ОБНАРУЖЕНИЯ ИММУНОАНАЛИТИЧЕСКИХ СИСТЕМ 301

тигенов с единственной антигенной детерминантой
(сайтом связывания антител), и двухсайтные (сэнд-
вич) форматы, применяемые для более крупных
антигенов с несколькими детерминантами. Рис. 2
демонстрирует принципиальное отличие этих
форматов, приводящее к разному ходу концен-
трационной зависимости аналитического сигна-
ла (обеспечиваемого связыванием маркера с но-
сителем).

В последние годы активно развиваются некон-
курентные форматы иммуноанализа низкомоле-
кулярных соединений. В таких системах преодо-
левается ряд ограничений конкурентных схем,
однако их реализация требует наличия особых ре-
агентов и далеко не для всех аналитов возможна
[30, 31].

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОЦЕНКИ ПРЕДЕЛОВ 
ОБНАРУЖЕНИЯ В ИММУНОАНАЛИЗЕ

В зависимости от способов введения метки и
последовательности формирования детектируе-
мых комплексов сэндвич- и конкурентные фор-
маты анализа разделяются на множество под-
групп. Тем не менее можно рассмотреть про-
стейшие взаимодействия, исключив из
рассмотрения диффузионные ограничения и
различия индивидуальных молекул в препаратах
антигенов и антител. Для таких систем возможны
общие алгебраические решения, определяющие за-
висимость регистрируемого сигнала от концентра-

ции выявляемого соединения в пробе. Анализ этих
математических описаний, проведенный Джексо-
ном и Экинсом [32], позволил охарактеризовать
градуировочные зависимости неконкурентного и
конкурентного иммуноанализа, связь их парамет-
ров со свойствами антител. Развивая этот подход,
Тейлор и соавт. [33] включили в рассмотрение ре-
альные особенности вариации фонового сигнала
и показали соответствие теоретических прогно-
зов экспериментальным данным. В соответствии
с проведенными расчетами предел обнаружения
иммуноанализа для конкурентных форматов
определяется аффинностью антител и воспроиз-
водимостью сигнала в отсутствие аналита (уравне-
ние (1)), а для неконкурентных форматов – этими
двумя параметрами, а также аффинностью взаимо-
действий реагентов и компонентов пробы в анали-
тической системе, приводящих к неспецифическо-
му связыванию маркера (уравнение (2)):

(1)

(2)

где σmin, 0 – минимальная теоретически возмож-
ная концентрация, отклик для которой соответ-
ствует стандартному отклонению при нулевой
концентрации аналита; CV0 – коэффициент ва-
риации отклика системы при нулевой концентра-
ции аналита; Ka – равновесная константа связы-
вания при образовании иммунного комплекса;
Kn – средняя константа связывания при неспеци-
фическом взаимодействии.

min, 0 0 a CV ,Kσ =

min, 0 0 aCV ,nK Kσ =

Рис. 2. Принципиальные схемы конкурентного и сэндвич-иммуноанализа.
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Учитывая, что хорошие для аналитического
применения антитела характеризуются константа-

ми связывания с антигеном порядка 108–1010 М–1, а

рекордные антитела – до 1012 М–1, предел обнару-
жения в конкурентном анализе низкомолекуляр-
ных (до 1 кДа) соединений может достигать пико-
молярных концентраций, а фемтомолярные
уровни должны подтверждаться крайне высокой
аффинностью антител.

В случае сэндвич-анализа теоретические рас-
четы не устанавливают категорических запретов
для чрезвычайно низких пределов обнаружения,
однако неспецифические взаимодействия и чув-
ствительность детектирования маркера лимити-
руют это снижение [34].

На сегодняшний день разработан теоретиче-
ский аппарат, описывающий особенности взаи-
модействий реагентов в разных более сложных
иммуноаналитических системах со своими осо-
бенностями локализации реагентов в простран-
стве, порядка их добавления и перемещения. Та-
кие модели предложены, в частности, для радио-
иммунного [35, 36], иммуноферментного [37–39]
и иммунохроматографического [40–44] анализа,
а также для других иммуноаналитических систем
[45–53]. Недавние обзоры [29, 54] суммируют
разнообразие используемых в этих моделях под-
ходов. Хотя в ряде систем возникают дополни-
тельные средства усиления сигнала, общие зако-
номерности, сформулированные Джексоном и
Экинсом, продолжают для них выполняться, но
могут сопровождаться более сложными матема-
тическими описаниями требований к минималь-
но возможным пределам обнаружения. Именно
эти особенности и имеются в виду, когда в неко-
торых работах декларируется преодоление порога
Джексона−Экинса [55, 56]. Радикальное измене-
ние критериев для предела обнаружения стано-
вится возможным лишь при переходе от обычных
концентрационных зависимостей аналитическо-
го сигнала к регистрации единичных иммунных
взаимодействий (см. ниже).

ВОЗМОЖНОСТИ ВОЗДЕЙСТВИЯ 
НА ФАКТОРЫ, ЛИМИТИРУЮЩИЕ 

ВЕЛИЧИНЫ ПРЕДЕЛОВ ОБНАРУЖЕНИЯ

С учетом изложенных выше общих закономер-
ностей рассмотрим инструментарий, который
может быть использован при разработке высоко-
чувствительных иммуноаналитических систем.
Детальное обсуждение крайне разнообразных
конкретных работ значительно увеличило бы
объем текста, нарушив концепцию мини-обзора.
Мы ограничимся перечислением принципиаль-
ных методических решений, адресуя читателей к
их детализации в указываемых публикациях, пре-
имущественно обзорных.

Прежде всего, предлагаемая методика должна
быть оптимизирована: определено сочетание ее
параметров – концентраций реагентов, продол-
жительностей стадий, характеристик реакцион-
ной среды и др., которое обеспечивает минималь-
ный предел обнаружения аналита при сохране-
нии приемлемой точности количественного
определения его концентрации [57, 58]. Большая
часть публикуемых разработок по иммуноанали-
зу включает такую оптимизацию как серию по-
следовательных экспериментов с варьированием
каждого из параметров. Однако влияние этих па-
раметров на предел обнаружения может быть за-
висимым друг от друга, и корректный выбор оп-
тимума требует более детальной многофакторной
оптимизации. Соответствующий инструмента-
рий аналитической химии успешно адаптирован
и апробирован для иммуноанализа [59–61] и не-
сомненно эффективен, несмотря на некоторую
трудоемкость и сложность обработки данных. От-
метим, что часть параметров (например, рН, ион-
ная сила реакционной среды, концентрации де-
тергентов) может быть выбрана в монопарамет-
рических экспериментах, так как их оптимальные
значения не зависят от других параметров. С учетом
этого выбора многофакторную оптимизацию мож-
но ограничить влияющими друг на друга концен-
трационными и временными параметрами.

Качество используемых в иммуноанализе ан-
тител, несомненно, имеет важное значение. По-
мимо скрининга коммерчески доступных и полу-
чаемых в лаборатории препаратов антител, изме-
нение их связывающих свойств может быть
достигнуто генетическим дизайном антиген-свя-
зывающих сайтов [62–64], а также методами
клик-химии [65], с помощью которых можно ко-
валентно связывать молекулы в комплексах им-
мунореагентов [66]. Однако, как следует из рас-
смотренных выше закономерностей, далеко не
всегда аффинность иммунного взаимодействия
является фактором, лимитирующим снижение
предела обнаружения. К тому же кинетическая
константа ассоциации у разных антител к одному
и тому же соединению близка, будучи обуслов-
ленной диффузионной подвижностью в растворе
и площадями участков связывания на поверхно-
стях реагирующих молекул. Отличия разных про-
изводных антител (Fab-фрагментов, наноанти-
тел) в этом отношении невелики, хотя такие про-
изводные востребованы в новых разработках
благодаря другим своим преимуществам – мень-
шему размеру, стабильности, простоте модифи-
кации и пр. [67, 68]. Рост аффинности в таких си-
туациях определяется, прежде всего, кинетиче-
скими константами диссоциации, а их вклад в
количество иммунных комплексов проявляется
лишь при продолжительных инкубациях. Боль-
шое значение имеет также соотношение аффин-
ностей у нативных и модифицированных моле-
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кул. В частности, в конкурентном формате имму-
ноанализа с мечением антигена более низкая
аффинность меченого препарата по сравнению с
нативным сдвигает рабочий диапазон и предел
обнаружения в сторону более низких концентра-
ций [69]. Еще один значимый фактор – би- и по-
ливалентность молекул иммуноглобулинов, ко-
торая обеспечивает возможность образования
множественных связей с поливалентным антиге-
ном, но становится негативным фактором, когда
моновалентный аналит конкурирует с полива-
лентным антигенным препаратом за связывание
с антителами [70]. В таких ситуациях может быть
оправдана замена полномерных молекул антител
на их моновалентные фрагменты.

Критичным для обеспечения низкого предела
обнаружения является достижение реакцией ан-
тиген–антитело химического равновесия, осо-
бенно в ситуациях, когда из-за тех или иных
практических потребностей тестирование долж-
но быть проведено за несколько минут. Диффу-
зионно-обусловленные ограничения взаимодей-
ствий между иммобилизованным и находящимся
в растворе иммунореагентом могут быть преодо-
лены с использованием так называемых гомоген-
но-гетерогенных форматов анализа, в которых
носитель с антителами вначале диспергирован в
объеме, а после быстрой гомогенной реакции с
антигеном осаждается и таким образом отделяет-
ся от непрореагировавших компонентов реакци-
онной смеси. В качестве таких носителей могут
использоваться водорастворимые полиэлектро-
литы (отделяемые добавлением противоионов),
другие полимеры, а также магнитные частицы
[71–73]. Дополнительный выигрыш при этом
можно получить, если осажденные иммунные
комплексы ресуспендируются в меньшем объеме
по сравнению с исходным объемом тестируемой
пробы. Помимо этого, для ускорения иммунной
реакции предложено использовать ультразвук
[74, 75], повышение мобильности молекул в рас-
творе с помощью наномоторов [76–79]. Ряд пер-
спективных результатов получен для микрофлю-
идных систем с концентрированием выявляемых
иммунных комплексов в микроканалах [80, 81], в
том числе в сочетании с центрифугированием [82].

Важно проведение аналитических реакций в
условиях, когда используемые антитела сохраня-
ют реакционную способность. Их химическая
модификация и иммобилизация часто приводят к
инактивации, что снижает степень связывания
маркера и препятствует высокочувствительному
определению образующихся иммунных комплек-
сов. Для преодоления этого ограничения исполь-
зуют различные способы ориентированной им-
мобилизации, в том числе посредством взаимо-
действия антител с реагентами, распознающими
удаленные от антиген-связывающих сайтов
участки молекулы и тем самым максимально со-

храняющие доступность этих сайтов для иммун-
ного взаимодействия [83–85].

Еще один важный ресурс – использование в
иммуноанализе маркеров, достоверно выявляе-
мых в низких концентрациях. Разные варианты
маркеров рассматривались на ранних этапах раз-
вития иммуноферментного анализа, но сейчас
существующие разработки ограничены неболь-
шим числом ферментов, наиболее широко ис-
пользуемыми из которых являются пероксидаза и
щелочная фосфатаза. Однако продолжаются ак-
тивные исследования по поиску наиболее эффек-
тивных субстратных растворов, прежде всего, для
систем с люминесцентной регистрацией продукта,
показавших существенные выигрыши в пределах
обнаружения по сравнению с колориметрическими
системами [86, 87]. В иммуноаналитических систе-
мах с электрохимической регистрацией сигнала ак-
тивно применяются и другие ферменты – глюкозо-
оксидаза, ацетилхолинэстераза и др.

Активно рассматриваются новые наночасти-
цы – маркеры для различных иммуноаналитиче-
ских систем (рис. 3). Варьирование химического
состава (и соответственно спектральных характе-
ристик), размеров, формы наночастиц позволяет
значительно изменить величину сигнала, реги-
стрируемого от единичного иммунного комплек-
са. Разнообразие разработок в этом направлении
представлено в ряде обзоров [88–93]. Отметим,
что возможности новой кандидатной наночасти-
цы могут быть оценены ее простой и быстрой
“паспортизацией” по физико-химическим пара-
метрам, т.е. не требуют полного цикла экспери-
ментов по разработке и характеристике иммуно-
аналитической системы [94].

Эффекты гигантского комбинационного рас-
сеяния на поверхности наночастиц также облада-
ют значительным потенциалом для снижения
предела обнаружения [95–97]. Хотя реализован-
ные на практике разработки часто уступают тео-
ретическим ожиданиям, на сегодняшний день
большая часть рекордных по пределам обнаруже-
ния иммуноаналитических систем с использова-
нием наночастиц относится именно к таким мар-
керам. При снижении стоимости приборного
обеспечения можно ожидать дальнейшего роста
их конкурентного потенциала [98, 99].

Особый интерес представляют неоптические
варианты регистрации наномаркеров – термо-
метрия, магнитометрия и др. [100–103]. В таких
системах можно обеспечить крайне низкий фо-
новый сигнал и, в полном соответствии с теоре-
тическими предсказаниями, достоверно опреде-
лять низкие концентрации аналитов. Отдельно
отметим методики иммуноанализа с масс-спек-
трометрической регистрацией маркера, характе-
ризующиеся весьма низкими пределами обнару-
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жения, но требующие сложного и дорогостояще-
го приборного обеспечения [104].

Достоинством флуоресцентных маркеров –
как органических, так и нанодисперсных – также
является возможность выбора препаратов с дли-
нами волн возбуждения и эмиссии, исключающи-
ми влияние компонентов пробы на регистрируе-
мый сигнал. Низкий фон позволяет, увеличивая
интенсивность возбуждающего света, наращивать
отклик аналитической системы и достоверно
определять низкие концентрации аналитов. Воз-
можности флуоресцентных маркеров в иммуноана-
лизе представлены в недавних обзорах [105–108].

Следующий класс перспективных направле-
ний для снижения предела обнаружения в имму-
ноанализе – амплификационные методы, когда
исходно связавшийся с иммунным комплексом
единичный маркер генерирует или связывает
значительное число регистрируемых молекул или
частиц. Описан ряд вариантов такой амплифика-
ции [109–116]:

• высвобождение молекул маркера из общего
носителя (например, липосомы);

• высвобождение с поверхности частицы мно-
гих независимо регистрируемых молекул-зондов;

• образование на основании одной связанной
наночастицы агрегатов из десятков и сотен взаи-

модействующих с ней функционализированных
наночастиц;

• наращивание наночастиц-маркеров восста-
новлением солей металлов на их поверхности;

• использование наночастиц-нанозимов, ка-
тализирующих трансформацию субстратов в
определяемые продукты, и др.

Применение в качестве маркеров нанозимов –
наночастиц металлов, обладающих каталитиче-
скими свойствами, – позволяет использовать их
высокую толерантность к условиям среды, инак-
тивируя каталитическую активность компонен-
тов пробы и после этого регистрируя активность
нанозима с крайне низким фоновым сигналом
[117, 118].

В ряде разработок иммунохимические взаимо-
действия интегрируются с широко известными
методами амплификации, используемыми в мо-
лекулярно-генетических разработках. Так, прин-
цип полимеразной цепной реакции (ПЦР), поз-
воляющей многократно удваивать выявляемую
олигонуклеотидную цепочку посредством цик-
лов ферментативного синтеза комплементарных
последовательностей и их высвобождения при
высокотемпературной обработке, может служить
заключительным этапом иммунохимического
анализа с включением в иммунный комплекс
олигонуклеотидного маркера [119–122].

Рис. 3. Основные наночастицы, используемые в иммуноанализе.
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К сожалению, разработки, непосредственно

направленные на минимизацию фонового связы-

вания маркера в иммуноанализе, крайне разроз-

нены и решения, предлагаемые для одних систем,

часто оказываются непригодными для других.

Поэтому универсальный используемый разра-

ботчиками методический аппарат сводится к не-

многим давно известным подходам, таким как

применение детергентов. Учитывая критерий

Джексона–Экинса, новые общие решения по

снижению неспецифического сигнала могут вне-

сти существенный вклад в борьбу за низкие пре-

делы обнаружения иммуноаналитических

систем.

Как уже отмечалось, в последние годы наблю-

дается рост количества публикаций, описываю-

щих новые методические решения в иммуноана-

лизе и достигаемые с их помощью рекордно низ-

кие пределы обнаружения. Полезно, по мнению

авторов, сформулировать критерии, позволяю-

щие оценить перспективы предлагаемого подхо-

да, шансы получить сходные выигрыши при ра-

боте с другими аналитами и иммунореагентами.

Соответствующие признаки суммированы в

табл. 1. Надеемся, что эти критерии могут быть

полезными и при планировании собственных

экспериментов, способствовать усилению дока-

зательной базы при представлении результатов

исследований.

Таблица 1. Критерии оценки описаний иммуноаналитических систем

Разработка иммуноаналитической системы с низким пределом обнаружения 

имеет следующие шансы воспроизведения и дальнейшего применения:

высокие, если: низкие, если:

Ее преимущества подтверждены сравнением с серий-

ным иммуноанализом, реализованным с использова-

нием тех же иммунореагентов

Сравнение ограничивается ссылкой на публикацию 

предшественников

Количественные отличия нового подхода к генерации 

аналитического сигнала сопоставимы с отличиями 

физических свойств компонентов, используемых для 

этой генерации

Преимущества нового подхода обосновываются 

только качественным комментарием об отличии 

свойств используемых компонентов

Ожидаемые концентрации иммунореагентов в реакци-

онной среде и константы их взаимодействия (ограни-

ченные свойствами антител) позволяют ожидать 

формирование иммунных комплексов в количествах, 

достаточных для воспроизводимого отклика системы

При заявленном пределе обнаружения на объем про-

ведения реакции приходятся единичные иммунные 

комплексы

Представлены экспериментальные данные по опреде-

лению аналитов в концентрациях, близких к пределу 

обнаружения

Достижение предела обнаружения обосновывается 

исключительно расчетом по 3σ-критерию

Относительные стандартные отклонения на градуировоч-

ной кривой сопоставимы с погрешностями пипетирова-

ния (инжектирования) реагентов и резко не различаются 

для высоких и низких концентраций аналита

Заявленный предел обнаружения достигается благо-

даря резкому снижению относительных стандартных 

отклонений сигнала в области низких концентраций

Показано отсутствие влияния на специфическое взаи-

модействие основных компонентов проб для их реаль-

ных концентраций в биоматрицах

Изучение селективности взаимодействий сводится к 

тестированию чистых растворов аналита и других 

веществ в сопоставимых концентрациях

Подтверждена возможность тестирования неразбав-

ленных или разбавленных в несколько раз биопроб

Апробация в биоматрицах ограничивается определе-

нием аналита при добавлении к пробе, разбавленной в 

десятки-сотни раз (что означает пропорционально 

худший предел обнаружения в расчете на исходный 

объем биопробы)

Для биопроб, используемых в качестве отрицательного 

контроля, отсутствие аналита в концентрациях вплоть 

до предела обнаружения разрабатываемого метода под-

тверждено альтернативным высокочувствительным 

методом

Отсутствие аналита в отрицательном контроле посту-

лируется без данных об использованном для проверки 

методе и его пределе обнаружения
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ЖЕРДЕВ, ДЗАНТИЕВ

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ РЕШЕНИЯ 
В ИММУНОАНАЛИЗЕ, ДЕТЕКТИРОВАНИЕ 

ЕДИНИЧНЫХ МОЛЕКУЛ

Детектирование единичных молекул можно
рассматривать как крайний вариант амплифика-
ции сигнала, когда результатом одного взаимо-
действия становится существенное изменение
свойств в макрообъеме. В принципе, решение та-
ких задач хорошо известно физикам, на протяже-
нии десятилетий успешно регистрирующим еди-
ничные заряженные частицы в камере Вильсона
или пузырьковой камере – детекторе, заполнен-
ном переохлажденным перенасыщенным паром,
в котором заряженная частица инициирует кон-
денсацию водяных капель и треков из этих капель
вдоль своего движения.

Данное сравнение наглядно демонстрирует два
основных требования к детектору единичных мо-
лекул – трансформация единичного события на
наноразмерном уровне в детектируемый сигнал и
крайне низкая вероятность инициации такого же
сигнала любыми другими компонентами пробы
или реакционной среды. В биохимическом анали-
зе нельзя достоверно говорить о выявлении един-
ственной молекулы, так как наблюдаемый сигнал
может быть вызван не ее связыванием, а каким-то
из многих возможных неспецифических взаимо-
действий. Однако статистически достоверное от-
личие между интенсивностью сигнала при тести-
ровании пробы и при эксперименте с объектом, в
котором гарантировано отсутствие целевого ана-
лита, дает основу для вывода об обнаружении це-
левого соединения (реально речь может идти как
минимум о нескольких десятках молекул в охарак-
теризованном объеме пробы).

Существующее разнообразие разработок по де-
тектированию методами иммуноанализа единич-
ных молекул охарактеризовано в недавних обзорах
[9, 123–130]. Отметим следующие основные на-
правления таких разработок:

• генерация сигнала на сенсорной поверхно-
сти с множеством микроячеек, при котором свя-
зывания единичного маркера в ячейке достаточ-
но для генерации в ней сигнала, регистрируемого
обычно методом флуоресцентной микроскопии;

• изменение проницаемости мембраны с мик-
ропорами, которые блокируются рецепторными
молекулами и открываются при их связывании с
молекулами аналита;

• комплексообразование флуоресцентных на-
ночастиц за счет иммунных взаимодействий, ре-
гистрируемое в капиллярных ячейках;

• изменение проводимости полевых транзи-
сторов, вызываемое связыванием с единичными
чувствительными участками нанометровых раз-
меров;

• атомно-силовая регистрация единичных
иммунных комплексов на поверхности, сканиру-
емой с помощью микрощупов-кантеливеров, вы-
являющих перепады уровня на наноразмерном
уровне, которые трансформируются в сдвиг луча
в детекторе и таким образом регистрируются;

• фишинг единичных молекул антигенов на
поверхности посредством ее сканирования кан-
теливерами с иммобилизованными рецепторны-
ми молекулами.

Некоторые методические решения для реги-
страции единичных молекул уже реализованы
в серийно производимых приборах и их реа-
гентном обеспечении – Single Molecule Array
(Simoa™) фирмы “Quanterix”, Single Molecule
Counting (SMC™) Erenna® фирмы “Millipore
Merck”, Ion Torrent™ от “Thermo Fisher” и др.

ОЦЕНКА ПЕРСПЕКТИВ РАЗВИТИЯ 
ИММУНОАНАЛИТИЧЕСКИХ МЕТОДОВ

Поскольку приведенное выше изложение бы-
ло ориентировано в основном на демонстрацию
разнообразия подходов к снижению пределов об-
наружения в иммуноанализе, имеет смысл в за-
ключение выделить наиболее активно развиваю-
щиеся разработки и практические задачи, для ре-
шения которых наиболее востребовано их
применение.

Наибольшее число публикаций в ведущих
журналах, рассматривающих иммуноаналитиче-
ские разработки, посвящено: 1) новым маркерам,
2) новым схемам усиления сигнала с участием не-
скольких реагентов, 3) новым вариантам геомет-
рии тест-систем и расположения последователь-
но взаимодействующих реагентов. Все эти на-
правления предоставляют много возможностей
предложить новую аналитическую систему и, при
убедительной демонстрации ее преимуществ,
расширить арсенал биометодов.

Какая практически значимая информация мо-
жет быть получена с помощью новых высокочув-
ствительных разработок в области иммуноанали-
за? Не претендуя на полноту перечня, отметим
несколько таких задач в разных областях приме-
нения:

– совершенствование клинических методов
диагностики заболеваний, требующих выявления
маркеров в ультранизких концентрациях;

– простой внелабораторный контроль состоя-
ния здоровья с неинвазивным отбором биопроб.
Тут наиболее востребованы быстрые тест-методы
иммуноанализа;

– мониторинг воздуха и воды для оперативно-
го выявления опасных соединений;

– быстрое одновременное определение мно-
гих аналитов в одной пробе малого объема.
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Эффективное решение этих задач возможно
лишь в сочетания с форматами иммунодиагно-
стики, позволяющими определять низкие кон-
центрации аналитов, поэтому рассмотренные в
обзоре разработки представляются крайне вос-
требованными.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант 19-14-00370).

Авторы благодарят Н.А. Таранову за подготов-
ку иллюстративного материала.
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Полупроводниковые люминесцентные квантовые точки (КТ) структуры I–III–VI2 представляют
новый класс люминесцентных материалов, сочетающих уникальные оптические и электронные
свойства, но отличающихся низкой токсичностью по сравнению с традиционными КТ на основе
кадмия. Успехи в коллоидном синтезе тройных КТ использованы при разработке флуоресцентных
химических и биологических сенсоров для обнаружения различных аналитов. В обзоре рассмотре-
ны основные подходы к синтезу КТ структуры I–III–VI2, особенности их строения и свойств, осве-
щены современные тенденции их применения в качестве низкотоксичных люминесцентных меток
в биомедицине и химическом анализе.

Ключевые слова: некадмиевые квантовые точки, флуоресценция, квантовые структуры I–III–VI2,
люминесцентная метка, анализ, биомедицина.
DOI: 10.31857/S0044450222040090

Развитие и совершенствование технологии
получения люминесцентных материалов позво-
лит открыть новые потенциальные возможности
их применения. Полупроводниковые люминес-
центные нанокристаллы – квантовые точки (КТ) –
вызвали широкий практический интерес за счет
своих уникальных оптических свойств, обуслов-
ленных квантово-размерным эффектом, а имен-
но: зависимостью величины запрещенной зоны
от размера КТ при величине наночастицы мень-
ше или сопоставимой с радиусом экситона Бора
[1]. До недавнего времени научный интерес был
сфокусирован на получении бинарных КТ, со-
стоящих из атомов полупроводниковых материа-
лов II–VI (CdSe, ZnS), III–V (InAs, InP) и IV–VI
(PbS, PbTe) [2]. Несмотря на их яркую люминес-
ценцию, высокую фото- и коллоидную стабиль-
ность, токсичность некоторых элементов (Cd, Pb,
Se, Hg) и прекурсоров, значительные затраты
времени при синтезе, сложности очистки и зача-
стую необходимая трудоемкая гидрофилизация
поверхности ограничивают их применение.

Альтернативным источником нового низко-
токсичного люминесцентного материала высту-
пают многокомпонентные коллоидные КТ
структуры I–III–VI2. Подобно традиционным КТ
на основе сульфидов и селенидов кадмия, КТ

тройного состава I–III–VI2 (I = Cu, Ag; III = In,
Al, Ga; VI = S, Te, Se) имеют широкий спектр по-
глощения, высокую фотостабильность, но не со-
держат токсичные элементы в составе и имеют
характерную нестехиометрию, что открывает но-
вые возможности их применения [3]. К настоя-
щему моменту достигнуты определенные успехи
в синтезе коллоидных люминесцентных наноча-
стиц в различных средах, однако поиск опти-
мальных вариантов воспроизводимых методик
синтеза КТ структуры I–III–VI2 с улучшенными
характеристиками остается актуальной задачей.
Решение вопросов, связанных с оптимизацией
условий синтеза и разработкой наночастиц ново-
го поколения позволит расширить сферы их ана-
литического применения.

Данный обзор сфокусирован на конструктив-
ном анализе современных подходов к получению
КТ структуры I–III–VI2 и возможностях их ана-
литического применения. Показаны преимуще-
ства и недостатки данных квантовых структур,
обсуждены стратегии модификации для улучше-
ния их характеристик. Освещены современные
тенденции их применения в качестве низкоток-
сичных люминесцентных зондов в биомедицине
и химическом анализе.

УДК 543.064

ОБЗОРЫ

EDN: WUOGWV



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 4  2022

ПРИМЕНЕНИЕ НИЗКОТОКСИЧНЫХ КВАНТОВЫХ ТОЧЕК 313

СТРОЕНИЕ, СТРУКТУРА И СВОЙСТВА 
КВАНТОВЫХ ТОЧЕК I−III−VI2

Тройные КТ представляют собой системы из
трех элементов, структуру которых можно счи-
тать производной от бинарных полупроводников
типа II–VI, где анионный сайт представлен од-
ним и тем же элементом VI группы (S, Se или Te).
Катионный центр в таких системах включает
комбинацию металлов I и III группы, соотноше-
ние которых можно варьировать в широком диа-
пазоне [4, 5]. Вследствие этого тройные КТ могут
существовать в виде ряда нестехиометрических
фаз с различным структурным порядком, элек-
тронными и оптическими свойствами.

Кристаллическая структура тройных КТ мо-
жет быть представлена фазами халькопирита,
сфалерита и вюрцита [6, 7]. Фаза халькопирита
имеет тетрагональную элементарную ячейку, ко-
торая термодинамически стабильна ниже 620°С,
а фаза сфалерита устойчива при более высоких
температурах. Стоит отметить, что, кроме термо-
динамически стабильных структур, в нанокри-
сталлических формах полупроводников можно
наблюдать метастабильные структуры, которых
нет в объемных материалах, что обусловливает
появление новых свойств КТ [8].

Квантовые точки структуры I–III–VI2 слож-
нее, чем широко изученные бинарные КТ II–VI;
взаимосвязь оптоэлектронных свойств тройных
КТ обусловливается не только квантово-размер-
ными эффектами в полупроводниках, но и осо-
бенностями кристаллической структуры и меха-
низмами генерации люминесценции. В ряде не-
давно опубликованных исследований показано,
что высокая внутренняя дефектность КТ может
служить удобной платформой для понимания
природы и механизмов генерации люминесцен-
ции тройных КТ [9, 10].

Излучательный переход в тройных КТ рас-
сматривают с точки зрения теории донорно-ак-
цепторной пары (ДАП). Тройные КТ имеют боль-
шое количество донорных и акцепторных состоя-
ний внутри запрещенной зоны, изменяя которые
можно управлять люминесцентными свойствами
[11]. Как отмечают исследователи, энергия излу-
чения зависит от пространственного разделения
ДАП, однако с помощью такой модели не удается
легко объяснить наблюдаемую сильную зависи-
мость энергии люминесценции от размера КТ [9].
Кроме рекомбинации ДАП, существуют (1) излу-
чательная рекомбинация, источником которой
являются переходы через поверхностные дефек-
ты или из зоны проводимости на акцепторные со-
стояния, близкие к валентной зоне; (2) безызлу-
чательная рекомбинация через поверхностные
ловушки. Такие процессы приводят к ограниче-
нию в отношении квантового выхода (КВ) флуо-
ресценции (ФЛ). Описаны [12] подходы к умень-

шению безызлучательной рекомбинации и улучше-
нию оптических характеристик КТ. Например,
нанесение пассивирующей оболочки на поверх-
ность тройных нанокристаллов приводит к полу-
чению систем КТ типа ядро/оболочка с улучшен-
ными свойствами [13–15]. В качестве альтернати-
вы высоколюминесцентные КТ могут быть
получены без нанесения внешней оболочки пу-
тем легирования тройных нанокристаллов, на-
пример, цинком [16]. Введение цинка в состав
тройных нанокристаллов изменяет внутренние
электронные состояния и может привести к сдви-
гу полосы ФЛ в коротковолновую область. Это
явление связано либо с катионным обменом на
поверхности КТ, вызывающим градиентное ле-
гирование и соответственно уменьшение разме-
ров ядра ввиду квантового ограничения, либо с
увеличением ширины запрещенной зоны мате-
риала. Таким образом, механизмы люминесцен-
ции тройных КТ сильно зависят от стехиометрии
и структуры нанокристаллов.

Состав и структура КТ определяют ширину за-
прещенной зоны (Eg) в квантовых точках, от ко-
торой зависят их оптические характеристики
(спектры возбуждения и испускания) [12]. На-
пример, КТ состава I–III–VI2 демонстрируют
прямую запрещенную зону с шириной 1.5 эВ
(сульфид меди-индия), 1.05 эВ (селенид меди-ин-
дия), 1.87 эВ (сульфид серебра-индия) и 1.2 эВ
(селенид серебра-индия) [2]. Оптические свой-
ства таких соединений наиболее подробно рас-
смотрены для систем CuInS2 (CIS) и AgInS2 (AIS)
со структурой ядро/оболочка или со структурой
твердого раствора ZnS. Такие системы демон-
стрируют:

• Широкий спектр поглощения, благодаря чему
КТ с разным диаметром могут быть одновремен-
но возбуждены одним источником света для на-
блюдения эмиссии от КТ разного цвета. В отли-
чие от бинарных КТ, для которых характерен хо-
рошо различимый экситонный пик в видимой и
ультрафиолетовой областях, тройные КТ демон-
стрируют непрерывный характер полосы погло-
щения без максимумов.

• Широкий пик излучения ФЛ (100–150 нм), с
одной стороны, затрудняющий раздельную обра-
ботку сигналов от смеси КТ, с другой, – позволя-
ющий использовать более широкий круг детекто-
ров.

• Значительное время жизни ФЛ (сотни нано-
секунд) по сравнению с бинарными КТ (десятки
наносекунд), что объясняется рекомбинацией
донорно-акцепторной пары в зависимости от со-
става и структуры КТ. Большое время жизни
упрощает использование таких КТ в качестве ме-
ток в химическом анализе.

• Значительный Стоксов сдвиг (0.5–0.6 эВ), ко-
торый снижает эффекты перепоглощения [17].
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• Отсутствие ионов тяжелых металлов (Cd,
Hg, Pb) в составе, что позволяет говорить о низ-
кой токсичности данных квантовых структур и
объясняет интерес к применению тройных КТ в
биомедицинских исследованиях [18–20].

Таким образом, зависимость свойств от соста-
ва и структуры КТ предполагает разработку вос-
производимых способов их получения с заданны-
ми характеристиками, определяющимися обла-
стью их дальнейшего применения.

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
КОЛЛОИДНОГО СИНТЕЗА КВАНТОВЫХ 

ТОЧЕК СТРУКТУРЫ I–III–VI2

В настоящее время основными подходами к
получению тройных КТ являются методы высо-
котемпературного и инъекционного синтезов в
органических растворителях при высоких темпе-
ратурах [21]. Тип растворителя определяет макси-
мальную температуру реакции [22]. В высокотемпе-
ратурном методе синтеза КТ один или несколько
прекурсоров металлов в сочетании с источником
серы нагревают и выдерживают в течение большого
промежутка времени для получения КТ. Среда
обеспечивает условия для формирования нанокри-
сталлов с небольшим количеством дефектов решет-
ки и позволяет контролировать размер, форму и
морфологию получаемого продукта [23]. В качестве
среды и поверхностно-пассивирующего агента в
высокотемпературном методе используют орга-
нические растворители, такие как октадецен,
триоктилфосфин или олеиламин и додекантиол
[24]. Получаемые таким способом наночастицы в
основном гидрофобны, поэтому их переводят в
водную фазу с целью улучшения биосовместимо-
сти и повышения стабильности.

Авторы работы [25] продемонстрировали двух-
этапную стратегию получения КТ с мульти-обо-
лочкой CuInS2/ZnS/ZnS (λФЛ = 554 нм) при высо-
ких температурах (230–240°С). Квантовый выход
ФЛ таких структур достигал 76% с хорошей моно-
дисперсностью, что позволило применить их в
светоизлучающих диодах.

Инъекционный метод получения КТ основан
на созревании Оствальда. Этот синтез начинается
с введения холодного раствора реакционноспо-
собного прекурсора в горячий органический рас-
творитель, который вызывает образование заро-
дышей кристаллов. При понижении температуры
растворителя новые ядра не образуются. Рост мо-
нодисперсных ядер в более крупные частицы
происходит при низкой температуре, при кото-
рой образование новых ядер невозможно. Такой
подход позволяет настраивать средний размер
КТ, варьируя продолжительность нагрева реак-
ционной смеси после вспрыскивания. В работе
[7] осуществлен синтез CuInS2 методом горячей

инъекции. Показано, что от дозы олеиламина,
выступающего в качестве органического кэпиру-
ющего агента, зависят кристаллическая структура
и размер получаемых КТ. Так, в случае низкой
концентрации олеиламина (0.1 и 1.5 мл) образо-
вывалась фаза сфалерита, а более высокие кон-
центрации олеиламина способствовали форми-
рованию фаз псевдохалькопирита и вюрцита. Ав-
торы работы [26] получили CIS/ZnS КТ типа
халькопирита с настраиваемой эмиссией от 632
до 739 нм с КВ ФЛ до 62% одностадийным мето-
дом горячей инъекции. Такие характеристики
были достигнуты за счет варьирования темпера-
туры и времени реакции, а также количества мо-
дификатора.

Однако многие варианты применения трой-
ных КТ, в частности, в качестве люминесцентных
меток, требуют, чтобы КТ образовывали стабиль-
ные коллоиды в полярных растворителях, прежде
всего, в воде. Квантовые точки, полученные в ор-
ганических растворителях, переводят в водную
среду путем обмена первичных лиофильных ли-
гандов на небольшие бифункциональные молеку-
лы, которые могут пассивировать поверхность КТ
и в то же время делают ее гидрофильной [16, 17].

В качестве альтернативы в последнее время
активно предпринимаются попытки получения
тройных КТ непосредственно в водной среде [3].
Основными преимуществами такого подхода
считаются улучшенная биосовместимость, хоро-
ший выход продукта, меньшее количество орга-
нических отходов, что приводит к низкому за-
грязнению окружающей среды и снижению эко-
номических затрат. Реакция обычно происходит
между поверхностными лигандами и прекурсора-
ми металлов. Нитраты или галогениды металлов
используют в качестве прекурсоров, тиомочевину
и сульфид натрия – в качестве источника серы
благодаря их хорошей растворимости в воде и вы-
сокой реакционной способности. Водораствори-
мые тиолы, такие как глутатион, меркаптоуксусная
кислота, меркаптопропионовая кислота, L-цисте-
ин используют в качестве стабилизаторов поверх-
ности.

Как правило, синтез КТ ядра/оболочки пред-
ставляет собой двухэтапный процесс – сначала
синтез ядер, а затем нанесение оболочки. Так, в
работе [15] осуществлен синтез КТ структуры яд-
ро/оболочка AgInS2/ZnS непосредственно в водной
среде при 96–98°С с применением тиогликолевой
кислоты в качестве стабилизатора поверхности.
Оптимальное молярное соотношение Ag : In : S со-
ставило 1 : 7 : 10, а Zn : Ag – 10 : 1. Последующее
многократное переосаждение КТ 2-пропанолом
привело к получению 11 фракций КТ с испуска-
нием в области спектра от красной до зеленой и
максимальным значением КВ ФЛ до 47%. Авторы
работы [27] описали синтез КТ AgInS2/ZnS
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(AIS/ZnS) непосредственно в водной среде с ис-
пользованием глутатиона в качестве модифика-
тора поверхности. Полученные квантовые струк-
туры имели размер ~2.9 нм. До покрытия оболоч-
кой сульфида цинка эмиссия AgInS2 составила
665 нм, после покрытия – 623 нм. Квантовый вы-
ход ФЛ при этом увеличился с 31.6% (AgInS2) до
49.5% (AgInS2/ZnS). Сдвиг максимума полосы
ФЛ в коротковолновую область авторы объясня-
ли частичным обменом между катионами ядра
(Cu, In) и оболочкой (Zn). В работе [28] описано
получение гидрофильных КТ непосредственно в
воде в течение 45 мин при 95°С. В качестве агента
для создания оболочки использовали тиоглико-
левую кислоту и цитрат натрия. Полученные КТ
люминесцировали при 680 нм с КВ ФЛ 10.3% и
средним размером частиц ~2.5 нм.

Следует отметить, что прямой синтез в водной
фазе ограничен температурой кипения воды, из-
за чего эффективный контроль морфологии КТ в
процессе их роста не всегда осуществим. В по-
следнее время активно проводятся исследования
по получению КТ типа I–III–VI2 методами гид-
ротермального синтеза [29, 30]. Для этого исполь-
зуют автоклавы и нагревают выше температуры
кипения растворителя в течение нескольких ча-
сов. Увеличение температуры гидротермального
процесса, в котором основной средой является
вода, под действием давления приводит к умень-
шению поверхностных дефектов, следовательно,
к улучшению морфологии поверхности нанокри-
сталла. Протокол синтеза основан на введении
предшественников металлов с поверхностным
лигандом, корректировке pH и добавлении халь-
когенидной соли. В работе [31] синтезированы
КТ структуры ядро/оболочка состава AIS/ZnS с
применением гидротермального метода синтеза.
В качестве лиганда и стабилизатора поверхности
использовали цитрат натрия и L-глутатион. Син-
тез осуществляли в течение 5 ч в автоклаве при
90°С. Варьируя соотношение Zn/AgIn и тиомоче-
вина/цинк, можно получить КТ с эмиссией в
желто-оранжевой области спектра и максималь-
ным КВ до 45.7% с временем жизни 482 нс. Сию
Лю и соавт. [32] показали, что, варьируя время
гидротермального синтеза (150°С, 21 ч), можно по-
лучить КТ CuInS2, испускающие свет в ближнем
инфракрасном диапазоне спектра (λФЛ = 660 нм).

Тем не менее КТ, синтезированные в водной
фазе, по-прежнему уступают по оптическим ха-
рактеристикам КТ, полученным в высококипя-
щих органических растворителях. Однако воз-
можность разделения после синтеза различных
по размеру фракций, отсутствие сложных проце-
дур очистки и гидрофилизации, а также опреде-
ленные успехи по получению КТ в воде делают
такие методики синтеза КТ перспективными и
востребованными.

ПРИМЕНЕНИЕ КВАНТОВЫХ ТОЧЕК 
СОСТАВА I–III–VI2 В ХИМИЧЕСКОМ 

АНАЛИЗЕ И БИОМЕДИЦИНЕ
Химический анализ. Последние достижения в

области нанотехнологий и наноматериалов инте-
грированы в аналитическую химию для разработ-
ки большого количества флуоресцентных хими-
ческих и биологических сенсоров на различные
аналиты [2, 20, 33]. Суть применения КТ в каче-
стве химического сенсора заключается в измене-
нии спектроскопического/флуоресцентного сиг-
нала из-за специфического взаимодействия с
аналитом. Такое взаимодействие между КТ и ана-
литом может привести к тушению или усилению
аналитического сигнала из-за процессов реком-
бинации электронно-дырочной пары [3]. В каче-
стве наиболее распространенных аналитов, ис-
пользуемых в разработке флуоресцентных датчи-
ков, являются антитела, ДНК, РНК, глюкоза,
ферменты, раковые биомаркеры и т.д.

Так, авторы работы [34] синтезировали кван-
товые структуры AgInS2 с аминогруппами на по-
верхности при использовании полиэтиленимина
в качестве модификатора поверхности и КВ ФЛ
32% непосредственно в водной среде. Получен-
ные образцы использовали для определения глю-
козы за счет уменьшения флуоресценции КТ.
В диапазоне 1–10 мкМ и 1–1000 мкМ зависи-
мость интенсивности флуоресценции от концен-
трации глюкозы линейна с пределом обнаруже-
ния (ПрО) 0.90 мкМ.

Синтезированные в водной среде КТ AgInZnS
применены в качестве сенсора для обнаружения
ионов кадмия [35]. Посредством электростатиче-
ского взаимодействия ионы кадмия адсорбирова-
лись на отрицательно заряженные КТ, что приво-
дило к усилению рекомбинации пары донор/ак-
цептор и пассивации поверхностных дефектов
КТ, в связи с чем, присутствие ионов кадмия уве-
личивало интенсивность флуоресценции КТ.
Данный сенсор способен определять ионы кад-
мия в пробах воды в диапазоне концентраций
0.1–290 мкМ с ПрО 37.8 нМ.

Хорошие селективность и чувствительность
(ПрО 15 нМ) достигнуты в работе [36] по обнару-
жению ионов меди с применением КТ AgInS2,
модифицированных додецилтриметиламмоний
бромидом в качестве поверхностного агента. До-
бавление ионов меди к КТ приводило к тушению
флуоресценции КТ, обусловленному переносом
электрона на медь(II), что подтверждалось дан-
ными рентгеновской фотоэлектронной спектро-
скопии.

Модифицированные меркаптопропионовой
кислотой и полиэтиленимином КТ AgInS2 ис-
пользованы в работе [37] для обнаружения гормо-
на дофамина в сыворотке крови. Интенсивность
флуоресценции синтезированных КТ линейно
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уменьшалась при увеличении концентрации до-
фамина в диапазоне 0.5–300 мкМ с ПрО 2.84 нМ.
Авторы предполагают, что механизм тушения
флуоресценции связан с фотоиндуцированными
электронами, мигрировавшими из КТ в дофа-
минхинон, которые возникли в результате окис-
ления дофамина окружающим кислородом.

Кроме методов, основанных на тушении или
усилении сигнала флуоресценции КТ в присут-
ствии различных ионов или молекул, существуют
методы, использующие КТ для визуализации
специфических взаимодействий, например, ан-
тиген–антитело [38]. Сущность такого подхода
состоит в использовании КТ в роли флуоресцент-
ных меток антигенов, либо специфичных анти-
тел. В работе [39] применили подход антиген/ан-
титело для разработки иммунохроматографиче-
ского анализа с КТ CuInZnS/ZnS//ZnS в качестве
флуоресцентных меток для определения С-реак-
тивного белка (маркер воспаления). Диапазон
определяемых содержаний С-реактивного белка
в сыворотке крови составил 0–800 нг/мл с преде-
лом обнаружения 5.8 нг/мл. Авторами работы
[40] разработана методика определения челове-
ческого интерлейкина-6 с использованием КТ
CuInS/ZnS в “сэндвич-формате” иммуноанали-
за. Микроволновый синтез КТ CuInS/ZnS позво-
лил получить КТ, испускающие свет в видимом
диапазоне спектра. Полученные КТ применили в
качестве меток в иммунофлуоресцентном анали-
зе для определения интерлейкина-6 с пределом
обнаружения 0.008 нг/мл. Авторы отмечают воз-
можность использования полученных КТ в меди-
цинской диагностике для определения биомарке-
ров рака и других заболеваний.

Помимо определения маркеров различных за-
болеваний показана возможность применения
тройных КТ для контроля различных низкомоле-
кулярных соединений – микотоксинов, фолие-
вой кислоты и др., что важно для мониторинга ка-
чества продуктов питания и объектов окружаю-
щей среды (табл. 1). Квантовые точки состава
AgInS/ZnS, синтезированные водным методом,
применены в качестве люминесцентной метки в
иммунохроматографическом анализе для полу-
количественного определения и качественного
обнаружения фолиевой кислоты в образцах сока
в течение 20 мин с пределом обнаружения
0.1 нг/мл [41]. Сперанская и соавт. [42] методом
высокотемпературного органического синтеза
синтезировали КТ CuInS/ZnS, покрытые ПЭГ-
содержащим браш-полимером, с КВ ФЛ более
50%. Продемонстрировано успешное связывание
КТ с антителами для иммунофлуоресцентного
определения афлатоксина B1 (микотоксин) с
ПрО 0.03 нг/мл. Авторы отметили, что использо-
вание метки на основе КТ состава I–III–VI2 поз-
волило повысить чувствительность анализа в че-

тыре раза по сравнению с ферментативной
меткой.

Биоаналитические сенсорные платформы на
основе КТ могут также использовать Ферсеров-
ский резонансный перенос энергии (ФРПЭ).
В этом случае энергия предается от донора энер-
гии (КТ) к акцептору за счет диполь-дипольных
взаимодействий [3]. Длительное время жизни ФЛ
тройных КТ способствует разработке сенсорных
систем нового поколения. Так, Кузнецова и со-
авт. [43] разработали систему мультиплексного
анализа с временным разрешением на основе КТ
AgInS2/ZnS (донор) и цианинового красителя
(акцептор), которая основана на тушении флуо-
ресценции КТ. Показано, что в комплексах КТ
AgInS2/ZnS с цианиновыми красителями Cy3 и
Cy5 происходит эффективный ФРПЭ при значи-
тельном увеличении интенсивности и времени
жизни ФЛ красителей Cy3 и Cy5 с 0.6 и 0.5 нс до 5
и 9 нс соответственно. Эта же научная группа [44]
продемонстрировала платформу на основе ФР-
ПЭ между КТ AgInS2/ZnS, внедренными в матри-
цу-носитель на основе полимерных микросфер, и
двумя цианиновыми красителями. Уменьшение
расстояния между КТ и красителем приводило к
тушению флуоресценции КТ. По данным авто-
ров, данная платформа имеет потенциал для раз-
работки селективных и чувствительных датчиков
для мультиплексного определения различных
биомаркеров.

Таким образом, использование низкотоксич-
ных КТ структуры I–III–VI2 для определения
различных биологических соединений имеет
преимущества по сравнению с традиционными
подходами на основе органических красителей и
белковых флуорофоров с точки зрения чувстви-
тельности, стабильности и возможности мульти-
плексирования, несмотря на начальный этап их
применения.

Биомедицина. Применение КТ состава I–III–VI2
в биовизуализации молекул может предоставить
ключевую информацию при изучении физиоло-
гических процессов или диагностике заболева-
ний. Возросший интерес к данной тематике обу-
словлен не только малыми размерами КТ, настраи-
ваемой эмиссией вплоть до ближней ИК-области
(окно прозрачности биоткани 650–1350 нм), хоро-
шей стабильностью и яркостью излучения, но и от-
сутствием ионов тяжелых металлов (Cd, Pb, Hg) в их
составе, так как одной из проблем применения би-
нарных КТ в биологии является их потенциаль-
ная токсичность [2, 45, 46]. Важно понимать, что
уровень биотоксичности КТ обусловлен не толь-
ко внутренней токсичностью ионов металлов,
входящих в состав КТ, но и покрывающими по-
верхность КТ лигандами, концентрацией, спосо-
бом доставки и биораспределением в организме.
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Опубликованные работы демонстрируют по-
тенциал применения тройных КТ I–III–VI2 в со-
временных исследованиях по тераностике [19].
Для направленной доставки и нацелевания на
специальные антигены, КТ должны быть функцио-
нализированы с помощью соответствующих наце-
ливающих агентов, таких как аптамер, антитело или
биоспецифические лиганды (фолиевая кислота).
Например, в работе [47] представлена стратегия ко-
валентного связывания КТ AgInS2/ZnS, покрытых
амфифильным полимером поли(малеиновым ан-
гидридом-альт-1-октадеценом) с противораковым
производным фолиевой кислоты метотрексатом.
С помощью анализа пролиферации клеток уста-
новлено, что клетки рака шейки матки (HeLa) со-
хранили >80% жизнеспособных клеток через 24 ч
при концентрациях до 300 мкг/мл. Кроме того, с
помощью МТТ-теста показано, что этот нанома-
териал оказывает дозозависимое антипролифера-
тивное действие на раковые клетки. Эти важные
особенности предполагают, что КТ AgInS2/ZnS,
конъюгированные с метотрексатом, могут стать
новым кандидатом для диагностики и лечения
рака в будущем. В работе [48] использовали КТ
AgInS2, помеченные фолиевой кислотой в каче-
стве нацеливающего агента и метотрексатом в ка-
честве противоопухолевого препарата, для фото-
термической и комбинированной терапии рака.
Метотрексат, доставляемый с КТ, меченный фо-
лиевой кислотой, снижал жизнеспособность кле-
ток HeLa в зависимости от дозы и времени, сни-
жая IC50 метотрексата с 10 мкг/мл до 5–2.5 мкг/мл
за 24–48 ч. Сообщалось [49], что КТ CuInS2, полу-
ченные гидротермальным методом и люминесци-
рующие в ИК-области, конъюгированы с проти-
вораковым препаратом доксорубицином; при
этом происходит эффективная доставка доксору-
бицина к раковым клеткам-мишеням.

Авторы работы [50] использовали КТ
AgInS2/ZnS и карбоксиметилцеллюлозу в каче-
стве стабилизирующего лиганда для мульти-
плексной визуализации клеток злокачественной
глиомы (U-87 MG) in vitro, показав их перспекти-
вы в качестве современной наноплатформы для
мультимодальной биовизуализации.

Кроме описанных выше подходов, применя-
ются КТ, допированные гадолинием и марганцем
с целью придания КТ магнитных свойств [51–53].
Это позволит отслеживать морфологические из-
менения мягких тканей на уровне всего организ-
ма и дать оценку развитию заболевания. Так,
группа исследователей [52] сообщила о возмож-
ности допирования гадолинием КТ CuInS2/ZnS и
использовании полученной системы в качестве
нанозонда для мультимодальной визуализации
раковых клеток HeLa. Таким образом, допирова-
ние КТ парамагнитными ионами позволяет осу-
ществлять адресную доставку в интересующую

ткань и обеспечивать мультимодальную визуали-
зацию, которая играет решающую роль в клини-
ческой диагностике.

Несмотря на значительные успехи примене-
ния некадмиевых КТ структуры I–III–VI2 в каче-
стве низкотоксичных нанозондов и наноносите-
лей в биомедицинских исследованиях, вопрос об
их долгосрочном воздействии in vivo еще пред-
стоит изучить.

* * *
Востребованность новых аналитических мето-

дов с улучшенной чувствительностью, хорошей
воспроизводимостью и высокой селективностью
обусловила интерес к полупроводниковым КТ
структуры I–III–VI2 и, как следствие, к большому
разнообразию способов их получения и модифи-
кации. Образцы КТ, обладающие хорошим рас-
пределением по размеру, сферической формой и
высокими значениями КВ ФЛ получают с приме-
нением подходов высокотемпературного и инъ-
екционного методов синтеза, подобно бинарным
КТ. Однако возможность получения разных
фракций КТ в зависимости от размера, отсут-
ствие сложных процедур очистки и гидрофилиза-
ции, а также удовлетворительные оптические ха-
рактеристики делают водные методики синтеза
КТ также перспективными и востребованными.
Следует, однако, отметить, что существуют еще
некоторые нерешенные вопросы, связанные с
механизмом люминесценции тройных КТ, их
структурой и влиянием на процессы синтеза КТ и
их свойства. Тем не менее опубликованные рабо-
ты по аналитическом применению некадмиевых
КТ показали хорошую чувствительность (ПрО на
уровне наномолярных концентраций), селектив-
ность и биосовместимость, однако вопрос об их
долгосрочном воздействии in vivo еще предстоит
изучить.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (проект 20-13-00195).
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Метод пробоподготовки жидких биообразцов в высушенном на носителе виде (технология сухих
пятен крови) в последние 20 лет находит все более широкое применение в разных областях биоана-
лиза, фармакокинетике, терапевтическом мониторинге лекарственных средств, токсикокинетике,
метаболомике и диагностике заболеваний. Технология сухих пятен крови включает в себя нанесе-
ние образца непосредственно на носитель; после высушивания образец анализируют с помощью
современных аналитических, иммунохимических и генетических методов. К преимуществам тако-
го метода пробоподготовки относятся минимальная инвазивность, небольшой объем образца, лег-
кость и экономичность отбора, транспортировки и хранения проб, высокая стабильность аналитов.
В обзоре рассмотрены основные аспекты применения метода пробоподготовки биологических
жидкостей, суспензий, тканей и органов в виде сухих пятен на пористых мембранных носителях в
аналитической практике. Описаны принципы использования мембранных носителей для получе-
ния биологических образцов в виде сухих пятен, подходы к их аналитическому применению, меша-
ющие факторы и ограничения, связанные с реологическими свойствами крови, виды устройств для
отбора крови и других проб, текущее состояние и перспективы развития технологии сухих пятен.

Ключевые слова: биологические жидкости, сухие пятна крови, пористые мембранные носители,
экстракция.
DOI: 10.31857/S0044450222040119

Метод пробоподготовки образцов крови в ви-
де высушенных на носителе пятен – технология
сухих пятен крови (СПК) (от англ. dried blood
spots, DBS) – получил свое распространение с
60-х гг. прошлого столетия, когда полученные на
фильтровальной бумаге сухие пятна крови ново-
рожденных были успешно использованы для об-
наружения наследственного заболевания фенил-
кетонурии путем определения маркера фенил-
аланина [1]. Используя данный подход, доктор
Роберт Гатри на ранней стадии обнаружил 39 слу-
чаев заболевания среди 400 тысяч новорожден-
ных, что в конечном итоге послужило толчком к
развитию неонатального скрининга и внедрению
технологии СПК в медицину. На сегодняшний
день пробоподготовка проб биологических жид-
костей в виде сухих пятен является важнейшим
средством для проведения неонатального скри-
нинга и выявления редких генетических заболе-
ваний новорожденных, также она получает ши-
рокое распространение в различных биоаналити-
ческих исследованиях, прежде всего, в

доклинических испытаниях лекарств, медицин-
ских, токсикокинетических и фармакокинетиче-
ских исследованиях, в клинической фармаколо-
гии; высушенные на носителе пробы также исполь-
зуются в судебной, допинговой, экологической
экспертизах, создании биобанков [2–11]. В сухих
пятнах биологических жидкостей определяют как
низкомолекулярные вещества, так и белковые мо-
лекулы, например антитела, а также ДНК/РНК.
Использование технологии СПК позволяет сни-
зить инвазивность процесса отбора крови, т.е. трав-
мируемость пациента, уменьшить смертность
подопытных животных в доклинических иссле-
дованиях, поскольку для получения одного сухо-
го образца в виде пятна требуется всего одна кап-
ля крови (30–50 мкл). Сухие образцы обладают
высокой стабильностью и не требуют соблюде-
ния норм холодовой цепи при перевозке к месту
их анализа. Именно поэтому данный подход хо-
рошо зарекомендовал себя при использовании в
дистанционной диагностике заболеваний чело-
века, мониторинге эпидемиологических ситуа-
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ций, например, при выявлении вируса иммуно-
дефицита человека (ВИЧ) в странах Африки, где
жаркий климат и недостаточное лабораторное
обеспечение затрудняют работу с жидкими образ-
цами [12–14]. Такой подход позволяет упростить
хранение и транспортировку биобразцов, так как
сухие образцы могут храниться и/или пересы-
латься к месту лабораторного анализа при темпе-
ратуре окружающей среды, в том числе при повы-
шенных температурах, в течение нескольких
дней, сохраняя при этом стабильность сорбиро-
ванных на мембранный носитель компонентов.
При работе с сухими образцами снижается риск
биологического заражения, помимо этого сухие
образцы после проведения анализа проще утили-
зировать, чем жидкие. Сухие пятна крови могут
быть легко получены пациентом самостоятельно,
так как не требуют специальных навыков работы
с комплектом для отбора, а высушенные образцы
могут быть направлены в лабораторию, к приме-
ру, по почте, исключая лишние расходы на транс-
портировку. Биоаналитические методы, осно-
ванные на технологии СПК, за счет своих пре-
имуществ уже стали серьезной альтернативой
традиционному анализу жидкой венозной крови
или сыворотки. Использование биообразцов в
виде сухих пятен на сегодняшний день с успехом
распространяется не только на цельную кровь, но
также и на другие биологические жидкости, такие
как слюна, плазма, синовиальная жидкость, мо-
ча, молоко и др. [15]. Для таких сухих пятен при-
меняют общее название – матричные пятна (от
англ. matrix spots). Целевые аналиты определяют
в сухих пятнах с помощью различных аналитиче-
ских методов, таких как газовая (ГХ) или жид-
костная хроматография (ЖХ) в сочетании с масс-
спектрометрией (МС), иммунохимические мето-
ды, например иммуноферментный анализ (ИФА)
и методы, основанные на принципе агглютина-
ции, полимеразная цепная реакция (ПЦР) и др.
[16–20].

Интерес к тематике СПК, бурно развивавшей-
ся в последние 10–15 лет, не ослабевает до сих
пор. Согласно данным Scopus, c 2014 года ежегод-
но публикуется более 400 научных статей по этой
тематике, причем порядка 10% из них составляют
обзорные статьи (рис. 1а). В России, по данным
Scopus, число научных публикаций по тематике
СПК значительно меньше по сравнению со мно-
гими другими странами (рис. 1б). Пока в отече-
ственной науке данной тематике уделяется недо-
статочное внимание, а использование техноло-
гии СПК на практике ограничено.

ПРИНЦИП МЕТОДА ПРОБОПОДГОТОВКИ 
БИООБРАЗЦОВ В ВИДЕ СУХИХ ПЯТЕН 

НА ПОРИСТЫХ МЕМБРАНАХ

Пробоподготовка образцов в виде сухих пятен
основана на капельном нанесении биологиче-
ской жидкости, суспензии, либо получении отпе-
чатка органа или ткани на специальной впитыва-
ющей мембране и последующем высушивании
пробы. Пористый мембранный материал, состоя-
щий из переплетенных волокон, впитывает нано-
симую пробу за счет капиллярных сил согласно
его сорбционной емкости. В классическом вари-
анте карточка для отбора пробы цельной крови
представляет собой конверт, внутри которого на-
ходится целлюлозная мембрана в виде прямо-
угольника с обозначенными круглыми зонами
для нанесения образца (рис. 2). Мембранный ма-
териал может содержать предварительно нане-
сенные реагенты для повышения сохранности
белков либо нуклеиновых кислот, например ли-
зирующие, хелатирующие вещества и детергенты
[21, 22].

При отборе крови ее по каплям наносят в
центр окружности, соблюдая правило: одна
капля – одна окружность. У взрослых пациентов,
как правило, кровь отбирают из пальца, у ново-
рожденных – из пятки, у животных – из уха, хво-
ста. После нанесения биопробы карточку с образ-
цом высушивают при комнатной температуре,
после чего сухая проба готова к отправке в лабо-
раторию. Помимо капельного нанесения воз-
можно нанесение необходимого объема биологи-
ческой жидкости полуавтоматическим дозато-
ром, а также получение отпечатка исследуемого
органа (например, селезенки) или ткани путем их
соприкосновения с впитывающим мембранным
материалом. Таким образом, такие карточки для
получения сухих пятен являются универсальным
средством для хранения и транспортировки раз-
нообразных биообразцов.

Для проведения анализа в лаборатории из су-
хого пятна вырезают участок мембраны в виде
диска диаметром в несколько миллиметров, на-
пример, с помощью специального ручного при-
способления – медицинского дырокола или пан-
чера (от англ. puncher). Затем проводят элюирова-
ние сухого образца в раствор для выполнения
соответствующего анализа. Развитие современ-
ных аналитических систем направлено на авто-
матизацию процессов пробоподготовки, экс-
тракции и анализа проб. Существуют автомати-
зированные станции, которые способны работать
одновременно с десятками подобных карточек с
СПК, проводить их идентификацию, сортировку,
отделение участков с образцом, последующую
экстракцию и добавление внутреннего стандарта
(ВС) [23]. Такие автосамплеры в сочетании с ана-
литическими установками на базе ЖХ-МС поз-
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воляют быстро количественно определять диа-
гностически значимые вещества в крови [24–26].

АНАЛИТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
ТЕХНОЛОГИИ СУХИХ ПЯТЕН КРОВИ

Понимание того, как целевой аналит распре-
деляется между плазмой и эритроцитами, имеет
большое значение для разработки лекарств и про-

ведения клинических исследований. Для техно-
логии СПК важно знать, как будут соотноситься
концентрации определяемого вещества в сухом
пятне с реальной концентрацией в плазме/сыво-
ротке крови, поскольку на носитель наносится
цельная кровь, имеющая в своем составе и плаз-
му, и форменные элементы крови, которые в про-
цессе высушивания пробы на мембране лизиру-
ются. Исторически сложилось, что в аналитиче-

Рис. 1. Распределение публикаций по тематике СПК (DBS) по данным Scopus по годам (а); количество публикаций
с 2000 по 2021 гг. в разных странах (б).
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ских целях в медицине и ветеринарии используют
плазму либо сыворотку крови, отделенную от
клеток. Эритроциты играют важную роль в рас-
пределении аналита и могут влиять на получен-
ные в фармакокинетике и фармакодинамике дан-
ные [27]. Если аналит в крови присутствует не
только в плазме, но и в эритроцитах, то в сухом
пятне его определяемая концентрация будет вы-
ше, чем в плазме. Такое распределение определя-
емого вещества зависит от его физико-химиче-
ских свойств и должно подтверждаться в корре-
ляционных параллельных измерениях сухих
образцов крови и жидких образцов плазмы/сыво-
ротки с введением поправочного коэффициента,
если это необходимо.

Экстракция сухих пятен с носителя. Экстрак-
ция сорбированного на мембранный материал
образца – один из важнейших подготовительных
этапов перед проведением количественного ана-
лиза. Эффективность экстракции напрямую вли-
яет на степень извлечения вещества и в конечном
итоге на чувствительность методов к целевому
аналиту. Более того, стадия экстрагирования
критична при добавлении ВС, а также при экс-
трагировании СПК с использованием органиче-
ских растворителей и смесей для анализа инстру-
ментальными методами [28, 29].

В целом способы экстракции биообразцов в
виде сухих пятен подразделяют на две группы:
офлайн и онлайн. При офлайн экстракции все
необходимые этапы восстановления сухого об-
разца посредством перевода сорбированных на
носителе компонентов в растворитель проводят
вручную. Это – отделение необходимого участка
мембраны с сухим пятном, добавление экстраги-

рующего раствора с включенным ВС, центрифу-
гирование и ввод полученного экстракта в хрома-
тографическую систему. Иногда требуется также
выпаривание, перерастворение в более подходя-
щем для конкретной системы растворителе и т.д.
Офлайн экстракция – эффективная процедура,
однако является трудо- и времязатратной, огра-
ничивая широкое применение технологии СПК в
неинструментальных методах анализа, таких как
иммунохимические методы и ПЦР. Причем в
первом случае, как правило, используют экстрак-
цию определяемых веществ в буферный раствор,
а для выделения нуклеиновых кислот и последу-
ющего проведения ПЦР используют стандартные
методы экстракции [22, 30, 31]. В отличие от
офлайн, онлайн экстрагирование – процесс, поз-
воляющий снизить затраты времени за счет авто-
матизации и одновременной подготовки к анали-
зу сразу нескольких образцов. Онлайн экстраги-
рование стало возможным благодаря развитию
соответствующего инструментария для автомати-
ческой пробоподготовки СПК. Компания
“CAMAG” (Швейцария) выпускает автоматизиро-
ванные системы пробоподготовки, оборудован-
ные считывателем штрих-кодов, встроенной про-
мывающей станцией, возможностью добавления
ВС и подключения к системам ЖХ-МС [23]. Та-
кая система способна обрабатывать набор из
500 карточек с СПК. Другая установка Prolab
GmbH (Reinach, Швейцария) способна приме-
нять различные протоколы экстрагирования за
счет возможности зажима карт и пропускания че-
рез пятно крови раствора под давлением до 200 атм.
Автоматизированные станции по экстракции об-
разцов СПК совмещают с твердофазной экстрак-

Рис. 2. Классический вариант карточки для отбора и получения сухих пятен крови Whatman 903 (а), FTA карта (What-
man, США) для получения сухих образцов для проведения ПЦР (б).

(а) (б)



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 4  2022

СУХИЕ ОБРАЗЦЫ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЕЙ 325

цией (ТФЭ). Компания “Spark Holland” (Emmen,
Нидерланды) представила модифицированную
установку, не требующую предварительного раз-
деления экстрагированного образца с помощью
ЖХ. Установка способна проводить предвари-
тельное экстрагирование на основе метода f low-
through, т.е. путем пропускания элюента сквозь
пятно и затем направлять поток в ТФЭ-МС/МС-
систему. Подобная установка может с высокой
точностью и воспроизводимостью обрабатывать
порядка 20 образцов в час.

В идеале анализ на основе СПК должен осу-
ществляться без предварительных стадий выреза-
ния части мембраны с образцом и элюирования,
например, на основе прямого МС-анализа по-
верхности (ПА-МС). Способ ПА-МС позволяет
формировать заряженные ионы при комнатной
температуре и нормальном давлении и затем на-
правлять их в масс-спектрометр для количествен-
ного определения [32]. К методам ПА-МС относит-
ся десорбционная электрораспылительная иониза-
ция (desorption electrospray ionization, DESI), где
ионизация происходит за счет бомбардировки по-
верхности заряженными микрокаплями с образо-
ванием капель, содержащих целевой аналит, кото-
рые испаряются в нагретой капиллярной системе и
детектируются в масс-анализаторе. Наиболее
часто встречающиеся ионизирующие анализато-
ры – это PaperSpray, DESI (Prosolia Inc., USA) и
прямой анализ в режиме реального времени, (di-
rect analysis in real time, DART) [32]. DART анализ
основан на прямом воздействии ионизирующих
газов на сухой анализируемый образец, исключая
стадию предварительной экстракции биологиче-
ского материала с носителя. Подобный способ
способен значительно сократить время проведе-
ния анализа, но пока отстает от традиционных
МС-методов по чувствительности и воспроизво-
димости результатов.

Методы анализа сухих пятен биологических об-
разцов. В большинстве случаев имеющегося объ-
ема материала достаточно для проведения каче-
ственного и количественного анализа, однако
ввиду малого объема отбираемого образца следу-
ет учитывать, что используемый метод анализа
СПК должен обладать достаточной чувствитель-
ностью [2, 4, 6, 9]. Для количественного опреде-
ления целевого аналита в образцах сухих пятен
используют ГХ и ЖХ, МС, атомно-абсорбцион-
ную спектроскопию и МС с индуктивно связан-
ной плазмой. Для анализа СПК наиболее часто
применяют ЖХ в сочетании с различными мето-
дами детектирования, так как большая часть ана-
литов – это органические вещества, лекарства, их
метаболиты и эндогенные соединения. Сочета-
ние ГХ с МС применяют для анализа образцов
СПК в неонатальном и метаболическом скри-
нинге [33, 34], при определении аминокислот,
гормонов и других метаболитов. Для определения

широкого круга веществ используют также МС с
матрично-активированной лазерной десорбци-
ей/ионизацией (МАЛДИ-МС). Предварительное
разделение образцов с использованием ЖХ в дан-
ном случае обычно не требуется, что сокращает
продолжительность анализа. Показано, что полу-
количественное и в некоторых случаях количе-
ственное определение может занимать уникально
короткое время – порядка 5–10 с на один образец
[35, 36].

Как отмечено выше, большинство методов,
использующих СПК, предполагает определение
низкомолекулярных веществ, например биомар-
керов заболеваний, лекарств, запрещенных ве-
ществ и др. [2–11]. Для определения высокомоле-
кулярных веществ сухие образцы используют
значительно реже. Кехлер с соавт. [37] сравнили
эффективность ЖХ с тандемным МС-детектиро-
ванием (ЖХ-МС/МС) для определения белковой
молекулы с иммуноанализом – золотым стандар-
том выявления высокомолекулярных белков. Ав-
торы сделали вывод, что использование МС для
количественного определения крупных белковых
молекул возможно, но чувствительность метода
при анализе СПК примерно в 20 раз ниже, чем в
иммунохимическом анализе. Следует отметить,
что иммунохимические методы для анализа сухих
пятен применяют значительно реже. Это связано,
прежде всего, с трудоемкостью анализа, большим
числом операций предварительной подготовки
сухих образцов в ручном режиме, так как приме-
нение инструментальных методов для количе-
ственного определения высокомолекулярных ве-
ществ ограничено. Помимо этого количествен-
ный анализ затруднен в связи со сложностью
состава крови и особенностями распределения
вещества между плазмой и клетками крови [27].
Однако ИФА и методы на основе агглютинации в
качественном или полуколичественном варианте
используют в серологических исследованиях, на-
пример, при мониторинге распространенности
инфекционных заболеваний в популяциях сель-
скохозяйственных и диких животных и птиц [38,
39]. Для выявления искомых фрагментов нуклеи-
новых кислот в сухих образцах используют метод
ПЦР, причем для экстракции и последующей ам-
плификации пригоден образец любого проис-
хождения, нанесенный и высушенный на носите-
ле (биологическая жидкость, экстракт, суспен-
зия, ткань, орган) [21, 22].

Стабильность определяемых компонентов в со-
ставе сухих образцов. Одним из преимуществ про-
боподготовки образцов в виде сухих пятен в боль-
шинстве случаев является увеличение стабильно-
сти определяемых компонентов биологических
жидкостей после высушивания на мембранном
носителе. Так, например, наблюдаемые концен-
трации аминокислот, хранимых в СПК при ком-
натной температуре, лишь незначительно снижа-
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лись в переделах от 3.1 до 7.3% ежегодно [40]. При
хранении при –18°C таких подверженных разло-
жению веществ, как ацилкарнитины, зафиксиро-
вана их стабильность в течение как минимум
330 дней. При хранении сухих образцов при ком-
натной температуре период полураспада ацил-
карнитинов составлял от 161 до 990 дней [41].

Антитела достаточно стабильны при хранении
в составе высушенной на носителе крови, сыво-
ротки или плазмы. Так, образцы СПК, получен-
ные от диких северных оленей в полевых условиях,
при определении антител к возбудителям инфекци-
онных заболеваний демонстрировали идентичные
результаты в течение двух лет хранения при комнат-
ной температуре [31]. ДНК- и РНК-содержащие
вирусы также удается сохранять в высушенном
виде достаточно продолжительное время. Много-
численные примеры использования специальных
FTA карт (Whatman, США), импрегнированных
лизирующими и хелатириущими агентами для
лизиса клеток и увеличения сохранности нуклеи-
новых кислот вирусов-возбудителей при хране-
нии, описаны в работе [30]. Так, например, в ра-
боте [42] на примере чумы мелких жвачных жи-
вотных показано, что одноцепочечные вирусные
РНК вируса-возбудителя могут быть выявлены в
СПК спустя, как минимум, три месяца хранения
при температурах, характерных для тропических
стран. Более того, при анализе СПК провирус-
ную ДНК вируса-возбудителя африканской чумы
свиней удалось обнаружить даже спустя девять
месяцев хранения при 37°С. В другом исследова-
нии [43] определяли РНК вируса ящура в сухих
образцах эпителия языка и конечностей заражен-
ных коров, отправленных по почте без охлажде-
ния по длинному маршруту от места отбора до ла-
боратории после периода дождей, а также в лет-
ний период в Индии. Показано, что независимо
от температурных условий (21–45°C) и влажно-
сти окружающей среды (20–100%) во всех образ-
цах определили геном и серотип вируса ящура че-
рез 22–56 дней после отбора образцов.

Использование мембранных носителей для
хранения образцов в высушенном виде позволяет
улучшить стабильность многих биомолекул за
счет дегидратации образца и, следовательно, ми-
нимизации ферментативных и гидролитических
процессов. Например, вещество лопинавир в те-
чение двух лет хранения в образцах СПК сохраня-
ется значительно лучше, чем в замороженной
плазме [36]. На примере бензодиазепинов, опре-
деление которых проводят в судебной медицине,
показано увеличение стабильности аналитов при
хранении на носителе [44]. В некоторых случаях
отмечено, что на стабильность при хранении вли-
яет наличие в составе мембранного носителя ста-
билизирующего агента, например ЭДТА [45].
Подводя итог, можно заключить, что технология
СПК предлагает простой и эффективный способ

доставки и хранения биологических образцов,
сокращая расходы на перемещение проб к месту
анализа и хранение, позволяет снизить требова-
ния к соблюдению температурных норм. Ста-
бильность конкретного вещества и возможность
его анализа в сухом матричном пятне следует изу-
чать в отдельных исследованиях, однако в боль-
шинстве случаев транспортировку и краткосроч-
ное хранение сухих образцов с уверенностью
можно проводить без охлаждения.

ПРОБЛЕМЫ И ОГРАНИЧЕНИЯ 
ПРИ ПРИМЕНЕНИИ ПРОБОПОДГОТОВКИ 

ОБРАЗЦОВ В ВИДЕ СУХИХ ПЯТЕН
Эффект гематокрита исследуемого образца кро-

ви. На сегодняшний день серьезным ограничени-
ем применения технологии СПК в количествен-
ном анализе является вариативность уровня ге-
матокрита от образца к образцу цельной крови.
Гематокрит (Ht) – это отношение объема эритро-
цитов к объему образца крови. Значение Ht об-
разца может значительно влиять на точность
определения целевого вещества в биоаналитиче-
ских методах на основе СПК. Нормальное значе-
ние Ht составляет порядка 0.41–0.51 для мужчин
и 0.37–0.47 для женщин [46]. Однако в определен-
ных группах населения его пределы варьируются,
например, 0.28–0.67 у новорожденных (0–1 год) и
0.35–0.42 у детей (2–12 лет). Уровень Ht капил-
лярной крови, как правило, выше, чем венозной.
Для разных видов животных и птиц величина Ht
также варьируется. Величина Ht прямо пропор-
циональна вязкости крови, что влияет на теку-
честь и диффузионные свойства крови, нанесен-
ной на мембрану (рис. 3). При высоких значениях
Ht образца распределение капли крови по мем-
бране затруднено; размер пятна на носителе при
этом будет меньше по сравнению с каплей равно-
го объема, но с меньшим значением Ht [47]. Оче-
видно, что чем больше объем цельной крови,
приходящейся на единицу площади сухого пятна,
тем большая масса соответствующего сухого об-
разца будет отобрана для анализа при отделении
части мембраны равного размера, а значит, кон-
центрации выявленных аналитов будут варьиро-
ваться.

Эффект гематокрита зависит также от физико-
химических свойств аналита и от свойств исполь-
зуемого мембранного материала. Относительно
низкое значение Ht приводит к отклонению ре-
зультатов определения концентраций аналита в
отрицательную сторону (в сравнении со средним
уровнем Ht, равным 0.45), тогда как положитель-
ное отклонение наблюдается при повышенном
значении Ht. Различия в коэффициентах распре-
деления определяемых веществ между клетками
крови и плазмой приводят к тому, что эффект ге-
матокрита может проявляться для разных ве-
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ществ по-разному. Так, на примере нескольких
иммунодепрессантов с использованием пяти раз-
личных карточек для отбора СПК изучена взаи-
мосвязь значений Ht со степенью извлечения ве-
ществ с мембран [48]. Эффект гематокрита про-
являлся на всех пяти карточках. В зависимости от
типа карточек результаты анализа, в особенности
при экстремальных значениях Ht и повышенных
концентрациях, варьировались в значительной
степени. При повышенных концентрациях имму-
нодепрессантов такролимуса, сиролимуса, эверо-
лимуса, аскомицина и темсиролимуса эффект гема-
токрита проявлялся намного сильнее, чем при низ-
ких концентрациях. В целом эффект гематокрита
увеличивает разброс результатов анализа, увели-
чивая суммарную погрешность, которая может
превысить допустимое значение 15% [49, 50].

Эффект размера пятна. Нанесение разных объ-
емов крови на мембрану может быть причиной
различия результатов определения концентрации
аналита при фиксированных размере отделенно-
го участка мембраны с образцом и значении Ht
образца. Исследованы диски диаметром 3 мм из
центра и периметра пятна, а также с участка “га-
ло” вокруг пятна [51]. “Гало-эффект” возникает
при высыхании пятна крови и характеризуется
более светлым оттенком края, нежели основной
части пятна. В участке “гало” наблюдали значи-
тельное (более 15%) отклонение концентрации
целевого аналита от значений, полученных из
центральных участков. Данное отклонение вы-
звано неравномерным распределением аналита, а
также эффектом гематокрита образца. При ис-
следовании наличия врожденных заболеваний
точность определения аминокислот, ацилкарни-
тинов и гуанидиацетата сильно зависит от ис-
пользуемого в анализе участка пятна [51]. Для
преодоления эффекта размера пятна используют
ряд контрольных образцов нескольких концен-
траций и объемов нанесенной крови. После вы-
сушивания участок мембраны с образцом (на-
пример, диск диаметром 3 мм) анализируют вме-
сте с набором градуировочных стандартов, для
которых объем нанесенной крови может быть та-
ким же, как один из указанных выше или иным.
Разница результатов ЖХ-МС/МС-анализа не
должна превышать 15% от номинального значе-
ния [20, 52, 53].

Хроматографический эффект. При нанесении
крови на бумажный мембранный носитель может
происходить неравномерное распределение опре-
деляемых веществ вследствие проявления хромато-
графического эффекта, в результате концентрации
аналита в центре пятна крови и на его периферии
будут различаться. В зависимости от типа исполь-
зуемых целлюлозных мембран можно наблюдать
различия в получаемых результатах [54, 55]. Ранее
показано, что целевые низкомолекулярные ана-
литы могут неравномерно распределяться по

мембранному компоненту. Рен с соавт. [56] визу-
ализировал распределение вещества на различ-
ных целлюлозных карточках для отбора крови
(31 ETF, Grade 226, FTA Elute, 903 и FTA, What-
man, США) и продемонстрировал неравномер-
ное распределение веществ, меченных изотопом
C14. Более того, степень неравномерности рас-
пределения целевого аналита на конкретной
мембране зависела помимо состава мембраны и
от количества нанесенной крови. Например, для
карточки FTA elute лучший результат получен
при нанесении меньших объемов крови (30 мкл
вместо 100 мкл). Показано также, что распределе-
ние аналитов на химически модифицированных
карточках, таких как FTA и FTA elute, сильнее за-
висит от внешних факторов: влажность воздуха и
температура в значительной степени влияют на
точность результатов анализа. Негомогенное рас-
пределение целевого аналита наблюдали также
О’Мара с соавт. [57], которые исследовали рас-
пределение гликогенсинтаз с различным связы-
ванием с белками плазмы. В зависимости от
структурных особенностей исследуемых молекул
хроматографический эффект значительно влиял
на их распределение вдоль пятна крови.

Введение внутреннего стандарта в сухую пробу,
эффект матрицы. При количественном анализе
жидких образцов инструментальными методами
добавление ВС осуществляется просто, быстро и
надежно по сравнению с сухими образцами. Рав-
номерно распределить ВС в сухом образце без
предварительного элюирования – непростая за-
дача, которую приходится решать при детектиро-
вании методом МС, основанном на непосред-

Рис. 3. Величина пятна крови на карточке Whatman
903 в зависимости от значения гематокрита наноси-
мого образца цельной крови: А – Ht = 0.18, B –
Ht = 0.35, С – Ht = 0.50 [46].
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ственном пропускании элюирующего раствора
через пятно крови и последующем распылении
[29]. Помимо этого, на точность результатов МС-
определения может влиять наличие матрицы. Ис-
пользование при экстрагировании СПК раство-
ров с высоким содержанием воды в сочетании с
полярным органическим растворителем (мета-
нол, ацетонитрил) может привести к совместной
экстракции полярных компонентов матрицы, что
впоследствии вызовет эффекты ионной супрес-
сии или усиления при МС-анализе [2].

Пути преодоления эффекта гематокрита образца
крови. Эффект гематокрита, пожалуй, самое глав-
ное препятствие на пути широкого применения
СПК в биоанализе. Для преодоления эффекта ге-
матокрита на сегодняшний день предложены раз-
личные подходы, направленные в основном на
осуществление отбора фиксированного объема
пробы. Например, нивелировать эффект можно
за счет ограничения площади впитывающей по-
верхности при нанесении образца на участки
мембраны в виде дисков определенного размера
или перфорированные по краю [35, 58–60]. В ра-
боте [58] использовали предварительно вырезан-
ные (pre-cut) целлюлозные диски, закрепленные
на клейкой ленте. Для проведения анализа выре-
занный диск используют целиком с известным
объемом нанесенной крови. Этот подход умень-
шает отклонения при анализе проб с низким и
высоким гематокритом по сравнению со средним
(0.45). Однако результаты все равно могут замет-
но варьироваться для некоторых аналитов в зави-
симости от значений гематокрита, что объясняет-
ся различным распределением определяемого ве-
щества между плазмой и клетками крови.
В работе [59] также использовали заранее выре-
занные диски для определения ацетаминофена.
Такой подход позволил увеличить точность ре-
зультатов анализа. Кроме того, он упростил ути-
лизацию образцов, так как для анализа пробу бе-
рут целиком без остатка. Другие предлагаемые в
литературе варианты pre-cut устройств с дисками
определенного диаметра представляют собой
пластиковые картриджи или кейсы с помещен-
ным внутрь индивидуальным целлюлозным дис-
ком [35]. Иной способ преодоления эффекта ге-
матокрита подразумевает перерасчет найденных
концентраций аналита, исходя из значений Ht
конкретного образца. Однако для этих целей тре-
буется определить значение Ht, что затруднитель-
но для сухих образцов, хотя соответствующие ме-
тодики существуют. К примеру, известен метод,
позволяющий с достаточной точностью опреде-
лить гематокрит по уровню калия в крови либо по
оценке отражения ультрафиолетового излучения
от поверхности пятна [61, 62], в том числе с помо-
щью автоматической системы [63]. Другие разра-
ботки направлены на создание вспомогательных
устройств, точно дозирующих образец на мем-

бранный носитель. Эффект гематокрита удается
исключить в случае использования полученного
пятна крови в анализе целиком. Недавно пред-
ставлено устройство на основе мембранного
фильтра [64], позволяющее отделять плазму от
клеточных элементов крови. Конструкция состо-
ит из двух различных мембран, первая из которых
представляет собой барьер для эритроцитов и за-
держивает их, а вторая служит носителем для от-
деленной от клеток плазмы. Таким образом, об-
разцы плазмы могут быть получены без предвари-
тельного центрифугирования. Такая технология
может стать альтернативой СПК и другим мето-
дам микросэмплинга (отбора микроколичеств
крови), так как полностью исключает влияние ге-
матокрита на точность анализа сухого образца.
Более радикальным способом борьбы с имеющи-
мися недостатками анализа СПК является разра-
ботка новых альтернативных форматов устройств
для получения сухих пятен, в том числе содержа-
щих мембранные носители различного состава.
Некоторые устройства описаны в следующем
разделе.

УСТРОЙСТВА ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ СУХИХ 
ОБРАЗЦОВ НА МЕМБРАННОМ НОСИТЕЛЕ

В настоящее время для отбора сухих биопроб в
основном используют целлюлозные карточки,
производство которых началось с момента
успешного применения технологии СПК в нео-
натальном скрининге. С тех пор принципиальное
устройство и состав данных карточек не претер-
пели серьезных изменений. Карточка состоит из
внутренней впитывающей части, представляю-
щей собой целлюлозный материал определенно-
го химического и физического состава, а также из
внешней части, выполняющей защитную и ин-
формационную функции (рис. 2). На внутренней
части очерчены круги, которые обозначают места
нанесения капель биообразца или отпечатка тка-
ни/органа. Большая часть карточек для медицин-
ских целей производится фирмой “Whatman”
(США) – крупной компанией по производству
бумажных фильтров и сопутствующих материа-
лов. Некоторые другие компании (“Ahlstrom-
Munktell” (Швеция), “Fisher Scientific” (США)
и др.) производят карточки под своим брендом,
но используют схожий формат и целлюлозный
материал (Whatman 903). Данный формат карточ-
ки удобен для нанесения капиллярной крови из
пальца пациента, но при этом для корректного
нанесения крови требуется соблюдать ряд усло-
вий, которые часто нарушаются. Так, например,
каплю крови нужно наносить в центр круга, при
этом нельзя наносить каплю в один круг дважды.
Отклонения от центра приводит часто к необхо-
димости повторного нанесения капли на ту же
область, что вызывает локальное увеличение кон-
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центрации вещества на носителе и как следствие
завышение результатов анализа, а также сниже-
ние воспроизводимости. Кроме того, сам по себе
используемый в качестве впитывающей мембра-
ны целлюлозный материал обладает рядом
свойств, которые затрудняют последующий ана-
лиз сухого образца. Выше описаны мешающие
анализу эффект гематокрита и хроматографиче-
ский эффект за счет физико-химических свойств
полых целлюлозных волокон. Помимо этого, ко-
личество сорбируемого образца на единицу пло-
щади целлюлозной мембраны, как правило, не-
известно. Использование целлюлозного материа-
ла на данный момент является, скорее, данью
традициям и устоявшимся рыночным отношени-
ям. Современные научные разработки направле-
ны не только на создание новых аналитических
подходов для анализа СПК, но и на использова-
ние более технологичных мембранных материа-
лов, роль которых заключается не только в ад-
сорбции и сохранении биологического образца,
но и в минимизации влияния различных факто-
ров на последующий анализ сухих пятен [65]. Так,
например, описано использование нецеллюлоз-
ных материалов для получения СПК [66, 67]. От-
мечено, что нецеллюлозные материалы обладают
лучшими параметрами распределения независи-
мо от вязкости наносимой жидкости, однако пят-
но на таких носителях может быть неравномер-
ным по форме, а при вырезании диска материал
оказывается более хрупким по сравнению с бу-
мажным [48].

Для преодоления проблем пробоподготовки и
анализа, связанных с применением целлюлозно-
го материала, предложено множество различных
устройств, основная цель которых – получение
микроколичеств сухих образцов определенного
объема и облегчение последующего анализа [68].
Новое устройство для получения сухих образцов
HemaSpot TE (SpotOnScience, США) [69] пред-
ставляет собой футляр, содержащий внутри по-
ристый целлюлозный носитель, выполненный в
виде пропеллера (рис. 4). Каплю крови наносят
на центральную часть мембраны, после чего она
распространяется по лепесткам мембраны в ра-
диальном направлении, футляр плотно закрыва-
ется, и мембрана высушивается за счет находяще-
гося внутри осушителя. Лепестки мембраны впи-
тывают ограниченный объем крови, при полном
их заполнении снижается влияние гематокрита.
Для проведения анализа достаточно отделить
один из лепестков и провести десорбцию опреде-
ляемого вещества из мембраны. Подобный под-
ход к пробоподготовке в сравнении с классиче-
ским целлюлозным носителем для капельного
нанесения (Munktel TFN) приводил к более высо-
кой корреляции результатов в сравнении с быст-
рыми тестами при выявлении ВИЧ в Нигерии
[53]. Данное исследование показало, что при не-

достаточной оснащенности лабораторного и вра-
чебного персонала требуются более оптимизиро-
ванные методики и строгое соблюдение правил
использования устройств при получении сухих
образцов. Помимо этого, необходимы устрой-
ства, пригодные для отбора проб в полевых усло-
виях, обеспечивающие получение точных резуль-
татов анализа, а также высокую корреляцию с ме-
тодами – золотыми стандартами. К недостаткам
системы HemaSpot следует отнести ее относи-
тельную сложность в изготовлении и последую-
щем использовании, так как для нанесения об-
разца крови требуются дополнительные инстру-
менты, например дозаторы. Для достижения
высокой воспроизводимости результатов анализа
обязательно наносить точную аликвоту крови в
центр мембраны, причем необходимо контроли-
ровать объем наносимой жидкости, чтобы он не
превышал максимальную емкость мембраны. Бо-
лее того, если не удается отобрать необходимый
для нанесения объем (кровь может плохо выте-
кать из пальца), то невозможно полностью запол-
нить лепестки, и объем крови в лепестке оказыва-
ется неизвестным, а результат анализа – некор-
ректным. Компания-производитель разработала
также устройство с носителем в виде спирали He-
maspot SE: кровь наносится в центр и в процессе
распространения пробы по носителю происходит
отделение клеточных элементов. Таким образом,
отделяя необходимый участок носителя, можно
анализировать сухой образец крови или соответ-
ствующей плазмы.

Другое устройство для микросэмплинга Volu-
metric Absorptive Microsampling VAMS (Neoteryx,

Рис. 4. Устройство для получения образца сухой кро-
ви HemaSpot HF (SpotOnScience, США).
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США) [70, 71] представляет собой пластиковый
стержень, на конце которого располагается не-
большой адсорбционный элемент из полимерно-
го материала в виде спичечной головки (рис. 5).
Авторы утверждают, что емкость элемента фик-
сированная и в зависимости от назначения
устройства может составлять от 10 до 30 мкл, что
подтверждено введением в пробу радиоактивных
изотопов и измерением радиоактивности адсор-
бента с образцом [70]. Для нанесения крови ко-
нец впитывающей головки опускают в образец до
полного насыщения. Влияние гематокрита на
анализ в диапазоне значений Ht 0.20–0.70 незна-
чительно, и отклонение от условно нормального
значения (0.45) составляло 5%, что значительно
меньше, чем для классической целлюлозной
мембраны, где результаты измерений варьирова-
лись в пределах 30%.

Устройство Asante Dried Blood Specimen Col-
lection Strips (Sedia Biosciences Corporation, США)
(рис. 6) представляет собой впитывающую полос-
ку на пластиковой основе по типу латеральной.
Кровь впитывается в сорбционный материал
длиной около 2 см, который имеет определенную
емкость, что позволяет отбирать фиксированный
объем крови. Перед анализом проводят полную
экстракцию сорбированной крови в раствор. Это
позволяет снизить влияние погрешностей при от-
боре крови, связанных с переизбытком или недо-
статочным количеством нанесенной пациентом
крови. Однако дозирование сухого образца в дан-
ном случае не предусмотрено, нанесенный и вы-
сушенный образец полностью смывается в рас-
твор. На подобном принципе построена карточка
фирмы “RayBiotech Life” (США), содержащая
несколько полосок для отбора около 30 мкл цель-
ной крови на каждую.

С целью отбора фиксированного объема крови
представлено вспомогательное устройство He-

maXis (DBS System SA, Швейцария) [72], инте-
грированное со стандартной карточкой фирмы
“Whatman”, которое с помощью капиллярной си-
стемы позволяет наносить кровь на мембрану в
центр окружности в фиксированном объеме
(рис. 7). Это позволяет избежать погрешностей
при нанесении крови пациентом при условии по-
следующего экстрагирования в автоматических
проточных системах, в которых используется вся
площадь мембраны с нанесенным сухим образ-
цом.

В работе [73] авторы использовали капилляр
для точного дозирования 3 мкл крови вместе с за-
ранее вырезанными дисками целлюлозного мате-
риала (рис. 8). Данная система состоит из фикси-
рованных в пластиковом картридже частей мем-
браны, на которые наносят точный объем крови
(3 мкл) из капиляра. Подобная система позволяет
повысить точность нанесения образца по сравне-
нию полуавтоматическим дозатором. Однако все
это, несомненно, усложняет устройство и способ
нанесения пробы. По практичности подобные
устройства вряд ли сравнятся с классическими
карточками для отбора, которые просты в изго-
товлении, хранении и при транспортировке.

Помимо новых устройств также описаны фор-
маты карточек и мембранных материалов, которые
могли бы служить альтернативой традиционному
прямоугольному формату карточек. Например, в
работе [74] для получения СПК использованы по-
лоски из целлюлозного материала с уширенным
концом (рис. 9). Такой формат, по мнению авто-
ров, удобен для отбора определенного объема
крови (около 20 мкл) и последующего анализа
крови методом ПЦР для диагностики малярии.
Безусловно, такой формат пригоден для каче-
ственного анализа, но не подходит для количе-
ственных измерений, так как дозирование образ-
ца является неточным.

Отбор крови на полоски целлюлозного мате-
риала впервые предложен Кензо Нобуто для диа-
гностики токсоплазмоза в 1966 г. [75]. Полоски
состояли из двух частей: впитывающей и области
распределения (рис. 10). В дальнейшем полоски
Нобуто неоднократно использовались для вете-
ринарной диагностики различных инфекцион-
ных заболеваний как домашних, так и диких жи-
вотных [31, 76–79].

Наша научная лаборатория активно работает
по тематике пробоподготовки биообразцов виде
сухих пятен в течение последних 10 лет. Авторы
обзора предложили новый формат пробоподго-
товки сухих образцов с использованием разде-
ленных на зоны одинакового размера узких поло-
сок (стрипов) высокопористого материала
(рис. 11) [80, 81]. Такой стрип мембранного мате-
риала несет в себе две функции: во-первых, функ-
цию носителя биоматериала для хранения и

Рис. 5. Устройство для микросэмплинга Volumetric
Absorptive Microsampling (VAMS) (Neoteryx, США).
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транспортировки сухого образца в лабораторию
и, во-вторых, функцию микросэмплера, т.е.
устройства, способного впитывать фиксирован-
ное микроколичество жидкости, представляя со-
бой капиллярный дозатор. Количество сорбиро-

ванной жидкости определяется сорбционными
свойствами используемого материала. Данный
формат позволяет дозировать сухой образец, ис-
пользуя необходимое количество идентичных
участков мембраны, что обеспечивает возмож-

Рис. 6. Устройство для отбора крови Asante Dried Blood Specimen Collection Strips (Sedia Biosciences Corporation, США).

Рис. 7. Система отбора крови HemaXis (DBS System SA, Швейцария).
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ность проведения повторных исследований или
нескольких видов анализа одной сухой пробы.
Помимо этого, нанесение образца при использо-
вании стрипа облегчается: образец можно нано-
сить из наплыва крови в месте пункции или из
пробирки, опустив край стрипа в жидкость. В
первом случае это значительно облегчает отбор

образца крови у животных и птицы. Жидкость,
попадая на материал, легко впитывается и рас-
пространяется вдоль полоски пористого мем-
бранного материала за счет капиллярных сил. На
многочисленных примерах показано, что распре-
деление как низкомолекулярных, так и высоко-
молекулярных веществ вдоль стрипа происходит
равномерно, что позволяет использовать для ана-
лиза любой участок мембраны без ущерба для
точности анализа [80–83]. Показано также, что
это условие соблюдается для мембранных мате-
риалов из цельных стекловолоконных и полимер-
ных волокон, тогда как для целлюлозного мате-
риала имеет место хроматографический эффект
[80]. Изучение физико-химических свойств мем-
бранных материалов разной природы с точки зре-
ния их применимости для данного формата и по-
следующего использования для пробоподготовки
и анализа сухих образцов биологических жидко-
стей позволило выделить стекловолоконный ма-
териал как наиболее эффективный для использо-
вания в биоаналитике. Так, например, на стекло-
волоконном материале образцы крови с
различным значением гематокрита распределя-
ются более равномерно, чем на целлюлозном
(рис. 12). При этом равномерность распростране-
ния зависит от сорбционных свойств мембраны.
Успешное использование предложенного форма-
та пробоподготовки в сочетании с количествен-
ным, полуколичественным и качественным им-
мунохимическим анализом и ПЦР продемон-
стрировано на примере выявления гормонов,
метаболитов, белков, антител, ДНК в образцах

Рис. 8. Устройство для капиллярного нанесения кро-
ви на pre-cut диски [73].

Рис. 9. Карточки с целлюлозным мембранным носителем в виде полосок с уширением [74].
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цельной крови, сыворотки, плазмы и цельного
молока для целей биомедицинской и ветеринар-
ной диагностики [80–93].

ПРИМЕНЕНИЕ ТЕХНОЛОГИИ 
ПРОБОПОДГОТОВКИ БИООБРАЗЦОВ 

В ВИДЕ СУХИХ ПЯТЕН НА ПОРИСТЫХ 
НОСИТЕЛЯХ

На сегодняшний день пробоподготовка биопроб
в виде сухих пятен применяется преимущественно
для определения низкомолекулярных веществ, на-
пример биологически активных фармацевтических
соединений и запрещенных наркотических веществ
[7, 8, 11, 18], а также для сбора биоматериала для про-
ведения ПЦР и генетических исследований [22, 30,
42, 43, 94]. Метод СПК хорошо подходит для тера-
певтического лекарственного мониторинга, требу-
ющего многократных измерений во время терапии
веществами с коротким интервалом воздействия
[44]. Особое место технология СПК занимает в ди-
станционной диагностике заболеваний человека и в
неонатальном скрининге [43].

Мониторинг заболеваний человека. По мнению
авторов работы [95], можно выделить как мини-

мум 45 аналитов, выявление которых в СПК
представляет наибольшую ценность для популя-
ционных исследований. Среди них биомаркеры,
характеризующие состояние эндокринной, сер-
дечно-сосудистой, репродуктивной, иммунной
систем организма, которые на современном
уровне развития диагностических технологий мо-
гут быть выявлены в малом объеме исследуемого
образца. В настоящее время технология СПК ин-
тегрирована в несколько национальных амери-
канских и международных программ популяци-
онных исследований детей старшего возраста,
взрослых и пожилых людей. Так, технология
СПК нашла широкое применение в дистанцион-
ном исследовании гепатита [96] и ВИЧ в афри-
канских странах [12, 13, 15]. Усилия, направлен-
ные на повышение доступности тестирования на
ВИЧ в сельских районах развивающихся стран,
где живут более 90% всех ВИЧ-инфицированных
людей, имеют решающее значение для борьбы с
этой болезнью. Технология СПК обеспечивает
простой, надежный и доступный способ сбора
образцов крови и других биологических жидко-
стей для скрининга болезни, контроля качества
санитарной помощи, измерения вирусной на-
грузки ВИЧ и тестирования лекарственной
устойчивости в условиях, когда отбор венозной
крови и ее транспортировка неосуществимы или
затруднены [14]. Большинство количественных
анализов на вирусную нагрузку ВИЧ проводят
методом ПЦР, который требует большого коли-
чества плазмы (100–600 мкл) и транскрипции
РНК в ДНК до амплификации. Кроме внеклеточ-
ной РНК ВИЧ-1, которая содержится в образцах

Рис. 10. Схематическое изображение целлюлозной
полоски Нобуто [75].
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30 мм 20 мм

10 мм

Рис. 11. Новый формат пробоподготовки сухих проб на узком маркированном стрипе мембранного материала.
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плазмы, сухие образцы содержат цельную кровь,
а следовательно, внутриклеточную РНК ВИЧ-1 и
провирусную ДНК ВИЧ-1. В результате анализ на
вирусную нагрузку с использованием технологии
СПК потенциально более чувствителен, чем
определение ВИЧ-1 в плазме или сыворотке. Это
имеет большое значение для раннего выявления
ВИЧ [21].

Доклинические и клинические исследования ле-
карств. В основе работ в области доклинических
испытаний лежит отбор крови подопытных жи-
вотных в течение определенного периода време-
ни после введения препарата для установления
точных значений концентраций соответствую-
щих препаратов в крови. Доклинические испыта-
ния включают в себя исследование фармакологи-
ческих и токсикологических свойств препаратов.
В настоящее время очень многие исследования и
публикации посвящены именно этому направле-
нию использования технологии СПК в области
фармакокинетики [4, 27, 49, 50, 97, 98]. Стандарт-
ная методика выполнения анализов и проведения
фармакокинетических исследований предусмат-
ривает серийный забор достаточно большого
объема крови (обычно около 1 мл) животных
(крыс, мышей), при этом животное в процессе
отбора крови погибает. Переход на технологию
СПК позволяет значительно сократить объем от-
бираемого биологического материала и сэконо-
мить значительные средства. Кроме того, с помо-
щью СПК можно использовать одно и то же жи-

вотное в одной и той же серии измерений
многократно [98].

Терапевтический мониторинг лекарств. Низкая
травмируемость при использовании технологии
СПК делает ее незаменимой в терапевтическом
мониторинге лекарственных препаратов, когда с
целью назначения необходимого курса приема
препарата необходимо отслеживать его концен-
трацию в организме в динамике. Это особенно
актуально для препаратов с малым терапевтиче-
ским временем воздействия на организм или для
нестабильных препаратов. Например, в работе
[99] СПК анализировали на наличие иммуносу-
прессоров методом ЖХ-МС/МС. Технологию
СПК, особенно в сочетании с ЖХ-МС/МС, ак-
тивно используют в клинических исследованиях
жаропонижающих, противокашлевых, противо-
вирусных, противосудорожных, иммуносупрес-
сорных, противоэпилептических и других лекар-
ственных средств. Однако в случае применения
СПК в терапевтическом мониторинге необходи-
мо учитывать некоторые факторы, которые могут
значительно влиять на результаты анализа сухих
и жидких образцов (например, гематокрит) [95].

Неонатальный скрининг. Использование тех-
нологии СПК в неонатальном скрининге получи-
ло широкое распространение во всем мире [4].
Ввиду малого объема отбираемой крови травми-
руемость новорожденных снижается, облегчается
отбор крови и становится возможным ранняя ди-
агностика патологий. У грудных детей в основ-
ном выявляют этиологию и патогенез врожден-

Рис. 12. Распространение 80 мкл крови вдоль узкой полоски (стрипа) мембранного материала в зависимости от зна-
чений гематокрита образца крови.
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ных заболеваний. Такие заболевания встречают-
ся очень редко и составляют единицы на тысячу и
десятки тысяч новорожденных, однако их свое-
временная диагностика и последующее наблюде-
ние гарантирует избавление ребенка от негатив-
ных проявлений заболевания. Так, например,
при обнаружении фенилкетонурии (нарушения
метаболизма фенилаланина) ребенку назначают
специальную диету, исключающую потребление
высокобелковой пищи. Ограничение потребле-
ния организмом фенилаланина позволяет избе-
жать необратимых паталогических изменений,
приводящих к умственной отсталости [100].

Технология сухих пятен крови в ветеринарии и
биологии. Несмотря на то, что технология СПК
относительно широко применяется в медицин-
ских исследованиях, ее значимость для ветерина-
рии и биологии на сегодняшний день явно недо-
оценена. По сути использование технологии
СПК для отбора, хранения и анализа сухих образ-
цов в диагностике болезней сельскохозяйствен-
ных животных, птицы, домашних и диких живот-
ных находится лишь в самой начальной стадии
развития, хотя успешные попытки исследовать
серологическими методами полученные на мем-
бранных материалах сухие образцы крови сель-
скохозяйственных животных описаны еще в 50–
60-х годах прошлого века [74, 101]. После этого в
течение нескольких лет наблюдался всплеск на-
учных работ не только по медицинской, но и ве-
теринарной тематике. В течение последующих
30 лет технология не вызывала серьезного инте-
реса в ветеринарии и биологии и только в конце
90-х–начале 2000-х гг. число публикаций начало
расти вслед за широким распространением тех-
нологии СПК в мире. Однако даже на сегодняш-
ний день общее число публикаций, посвященных
применению СПК в ветеринарной диагностике и
биологических исследованиях, невелико и со-
ставляет порядка двухсот пятидесяти работ.

Ветеринарную диагностику на основе техно-
логии СПК проводят с использованием широко-
го спектра методов, в основном это серодиагно-
стика для выявления специфических антител в
крови животного и ПЦР для обнаружения генома
возбудителя. Для определения антибиотиков, пе-
стицидов, металлов применяют инструменталь-
ные методы анализа, такие как ЖХ, МС и др.
[102–107]. Большой практический интерес вызы-
вает использование высушенных на носителе об-
разцов для мониторинга заболеваний в регионах с
тропическим климатом, труднодоступных и уда-
ленных местах, странах с обширной территорией,
где могут наблюдаться сложности при транспор-
тировке и хранении проб. Технология СПК неод-
нократно применялась для мониторинга важных
инфекционных заболеваний сельскохозяйствен-
ных и домашних животных, например трипано-
сомных заболеваний скота в странах Африки

[108], а также для исследования векторных орга-
низмов, участвующих в переносе инфекции [109].
Интересным направлением таких исследований
является анализ слюны комаров, а также частей
самих векторных насекомых, например мухи це-
це, клопов и других насекомых, на предмет выяв-
ления генома возбудителя [110, 111]. В работе [112]
идентификация инфицированных и неинфици-
рованных животных серологическим методом
проходила эффективнее на основе результатов,
полученных с помощью СПК, чем при анализе
жидких проб. Отмечено, что для получения сыво-
ротки для стандартного анализа жидкой пробы в
полевых условиях требуется гораздо больше уси-
лий, так как необходим отбор значительного ко-
личества материала из хвостовой или яремной ве-
ны крупного рогатого скота.

Технологии СПК находит применение при
мониторинге заболеваний разнообразных диких
животных и птиц [21, 30, 31, 76–78, 113–115].
Большинство инфекционных заболеваний диких
животных слабо подвержено контролю. Ввиду
невозможности массового отбора проб в один
день, пробы аккумулируются в течение длитель-
ного времени. Технология СПК позволяет хра-
нить высушенные пробы в течение всего срока
экспедиции, не прибегая к их охлаждению. Дан-
ный подход использовали при мониторинге бру-
целлеза северных оленей в Канаде [77]. Данное
заболевание сложно контролируется ввиду суро-
вого климата и огромного ареала обитания диких
животных. Домашний скот также подвержен это-
му заболеванию и основная причина инфициро-
вания – передача инфекции от диких животных.
Кроме того, не исключена опасность заражения
человека при недостаточной тепловой обработке
пищи. Образцы отбирали у убитых в ходе отстре-
ла оленей в экстремальных условиях при темпе-
ратурах до –40°C на полоски Нобуто и через два
месяца анализировали методом ИФА. Сбор сухих
проб на мембранные носители используют при
генетических и морфологических исследованиях,
например, для определения генома и серотипа
возбудителей инфекционных заболеваний, со-
здания биобанков [22, 43]. С использованием тех-
нологии СПК изучают антропогенное влияние на
представителей дикой фауны. Для этого в крови
перелетных птиц определяют токсиканты, нали-
чие тяжелых металлов, пестицидов и антибиоти-
ков [102–106].

Перспективно использование технологии
СПК для мониторинга инфекционных заболева-
ний сельскохозяйственных животных и уровня
поствакцинального иммунитета [85, 91]. Сельско-
хозяйственные животные и птица ввиду массовости
содержания подвержены большому числу инфек-
ционных заболеваний, обычно имеющих вирусную
природу, а в условиях промышленного содержания
инфекция способна быстро распространятся и
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поражать большое число голов. В зависимости от
распространенности в конкретном регионе для
профилактики инфекционных заболеваний су-
ществуют специальные программы вакцинирова-
ния поголовья. В большинстве публикаций, осве-
щающих применение технологии СПК, отмеча-
ется, что для успешной борьбы с опасными
инфекциями диких и сельскохозяйственных жи-
вотных требуется развитие эффективного и недо-
рогого метода хранения и транспортировки об-
разцов крови, каким и является метод получения
сухих пятен биологических жидкостей на мем-
бранных носителях [22, 43, 76, 79, 94]. Однако в
ветеринарной практике в России технология не-
популярна и малоизвестна, отсутствуют утвер-
жденные методические указания для использова-
ния сухих образцов в мониторинговых програм-
мах. Для животных возможности нанесения
крови и получения сухих пятен при использова-
нии классических карточек ограничены. Показа-
тельно, что в некоторых работах исследователи
для удобства нанесения пробы самостоятельно
нарезали целлюлозный материал на полосы для
возможности пропитки мембраны напрямую из
пункции и удобства дозирования на последую-
щих этапах [38, 116, 117].

ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ ТЕХНОЛОГИИ 
СУХИХ ПЯТЕН КРОВИ

Метод отбора микроколичеств крови на мем-
бранный носитель будет находить все более ши-
рокое применение при разработке новых лекар-
ственных препаратов, где необходимо постоянно
отбирать образцы биологических жидкостей у ла-
бораторных животных. Очевидно, что технология
СПК также будет распространяться на методики
сбора и анализа не только образцов цельной кро-
ви, но и других биологических жидкостей челове-
ка и животных [2, 15, 83, 84]. На данном этапе раз-
вития множество операций при пробоподготовке
образца проводят вручную. И хотя это не пред-
ставляет проблему для маленьких выборок, при
масштабном исследовании необходимо примене-
ние автоматизированных технологий. На сегодня
уже созданы приборы, позволяющие полностью
автоматизировать процесс обработки карточек с
образцами в виде сухих пятен для последующего
автоматизированного анализа [23, 63]. Парал-
лельно с уменьшением количества отбираемого
материала, миниатюризацией устройств, способ-
ных отбирать микроколичества жидкостей, идет
процесс миниатюризации анализаторов, включа-
ющих в себя одновременно узлы пробоподготовки
образцов СПК и масс-спектрометр. Делаются по-
пытки сопряжения автоматизированных устройств,
используемых для СПК, с инструментами, приме-
няемыми в других методиках, для расширения
спектра анализируемых объектов и увеличения точ-

ности анализа. Опубликовано довольно много ра-
бот по разработке методов СПК с применением
ЖХ-МС/МС, что значительно расширяет воз-
можности технологии за счет сочетания несколь-
ких методик, которые взаимно компенсируют не-
достатки друг друга [2]. При точном соблюдении
методики отбора образцов, автоматизации опера-
ций отделения участка мембраны с образцом и
экстракции (элюировании) аналитов, усовер-
шенствовании химического состава пористых
сорбирующих мембран для повышения устойчи-
вости нестабильных соединений технология
СПК будет играть важную роль в количественном
анализе лекарственных препаратов и определе-
нии метаболитов в крови, а также в диагностике
заболеваний в медицине и ветеринарии [15]. Рас-
ширяется спектр определяемых соединений с ис-
пользованием СПК; разрабатываются методы
определения микроэлементов [117], насыщенных
и полиненасыщенных жирных кислот [118]. Но-
вое направление использования технологии СПК
анонсировано в июле 2021 года. На 138-й сессии
МОК Всемирное антидопинговое агентство (WA-
DA) объявило об утверждении метода тестирова-
ния пятен сухой крови спортсменов на запрещен-
ные вещества (допинг) на международных сорев-
нованиях, в том числе на Олимпийских играх,
начиная с Олимпиады-2021 в Токио.

* * *

Поводя итог, хочется отметить, что, несмотря
на широкое распространение, целлюлозные по-
ристые носители имеют общепризнанные недо-
статки – неравномерность нанесения и распреде-
ления пятна крови, зависимость площади зоны
распространения пятна крови от вязкостных
свойств индивидуального образца, а также не-
полное смывание образца с носителя вследствие
частично необратимой сорбции компонентов
крови на волокнах целлюлозы. Эти недостатки
ограничивают возможности технологии СПК при
использовании в количественном анализе для це-
лей диагностики. Особенно это касается иммуно-
химических методов, хотя для неонатального
скрининга технология хорошо отработана и стан-
дартизована. Сегодня для получения сухих пятен
биообразцов предлагаются новые нецеллюлоз-
ные пористые мембранные материалы, обладаю-
щие неоспоримыми эксплуатационными и ана-
литическими преимуществами и позволяющими
нивелировать либо полностью избежать нежела-
тельных эффектов, присущих целлюлозе. Поми-
мо этого, ведется поиск более удобных в исполь-
зовании форматов устройств для отбора биопроб,
которые позволят осуществлять эффективный
отбор образцов не только у человека, но и у жи-
вотных, в том числе вне лаборатории. Стоит от-
метить, что большинство новых устройств для от-



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 4  2022

СУХИЕ ОБРАЗЦЫ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЕЙ 337

бора и пробоподготовки образцов в виде сухих
пятен не предназначены для массового скринин-
га, а рассчитаны на индивидуальное применение.
Стоимость усовершенствованного индивидуаль-
ного устройства для отбора крови, сложность его
изготовления и использования предполагает,
скорее, применение в медицине. В ветеринарной
диагностике применение биообразцов в виде су-
хих пятен для мониторинга инфекционных забо-
леваний мало распространено, что связано в том
числе с высокой стоимостью предлагаемых на
рынке устройств для отбора проб, рассчитанных
на медицинское применение, с отсутствием аль-
тернативных систем и форматов пробоподготов-
ки, удобных для ветеринарного применения, в
частности для отбора крови у животных и птицы
в полевых условиях. Кроме этого, слабо развиты
методические подходы к работе с сухими образ-
цами. Путем развития удобных устройств для от-
бора проб технология СПК может стать альтерна-
тивой использованию жидких проб для массового
мониторинга сельскохозяйственных животных и
птицы, а также других ветеринарных и биологиче-
ских исследований представителей дикой флоры и
фауны. Применение в диагностике медицинских
устройств на основе целлюлозных мембран, пре-
имущественно в виде карточек, ориентировано на
количественный анализ физико-химическими ме-
тодами с целью оценки уровня низкомолекулярных
веществ в крови человека. Продолжительность ана-
лиза и перечень определяемых веществ сильно за-
висят от возможности автоматизации стадий рабо-
ты с сухими образцами. Наличие станций для ав-
томатической пробоподготовки – серьезный
барьер для широкого внедрения технологии в
практику в развивающихся странах. Для рутин-
ного иммунохимического анализа в лаборатори-
ях, ориентированных на исследование жидких
образцов, использование сухих образцов создает
дополнительные методические сложности, так
как большинство операций с СПК проводится
вручную. Несмотря на растущую популярность,
технология СПК еще не до конца устоялась и не
утвердилась по некоторым аналитическим аспек-
там. В целом технология СПК развивается в на-
правлении усовершенствования и увеличения до-
ли автоматизированных процессов, что в конеч-
ном итоге приведет к снижению средней
продолжительности анализа и к возможности
проведения масштабных исследований и мони-
торинга заболеваний. С развитием современных
технологий повышается точность и чувствитель-
ность результатов, полученных с использованием
сухих пятен биологических жидкостей. Исполь-
зование технологии СПК, очевидно, будет посте-
пенно заменять традиционный анализ жидкой
плазмы. Неоспоримыми преимуществами техно-
логии СПК являются простота отбора крови са-
мим пациентом, возможность отправки сухого

образца по почте и получения результата анализа
дистанционно, возможность доставки сухого об-
разца в лабораторию из удаленных районов, на-
пример из стран Африки. Подобный способ до-
ставки способен упросить работу и способствовать
выявлению и искоренению заболеваний, таких
как ВИЧ и гепатит B, в странах третьего мира.
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Разработан вольтамперометрический сенсор на основе стеклоуглеродного электрода, модифициро-
ванного углеродной чернью, пиллар[6]ареном и наночастицами серебра, для определения обрати-
мых ингибиторов ацетилхолинэстеразы, используемых при лечении болезни Альцгеймера и других
нейродегенеративных заболеваний. Наночастицы серебра формируются непосредственно в слое за
счет восстановления ионов серебра гидрохиноновыми фрагментами макроцикла. Их образование
подтверждено трансмиссионной электронной микроскопией. Фермент иммобилизовали поверх
модифицирующего слоя с помощью карбодиимидного связывания. Установлены электрохимиче-
ские характеристики компонентов покрытия. Определена зависимость токов пика окисления мак-
роцикла и наночастиц серебра от способа формирования поверхностного слоя. Показано, что ток
пика окисления пилларарена меняется при добавлении ацетилтиохолина в силу его включения в
окисление продукта ферментативного гидролиза субстрата. В присутствии донепезила, гуперзина А,
берберина и галантамина скорость ферментативной реакции снижается. Изменение тока окисле-
ния, измеряемого в хроноамперометрическом режиме, зависит от концентрации ингибитора. Гра-
дуировочная зависимость для определения ингибиторов имеет сигмоидный характер и аппрокси-
мируется логистической функцией. Пределы обнаружения, оцениваемые по концентрации, отве-
чающей 15%-ному ингибированию, составили для гуперзина А 1.2 нМ, галантамина 12.5 нМ,
донепезила 2.5 нМ и берберина 10 нМ. Разработанный биосенсор апробирован при определении
остаточных содержаний галантамина в искусственной урине.

Ключевые слова: ацетилхолинэстеразный сенсор, пиллар[6]арен, углеродная чернь, наночастицы
серебра, вольтамперометрия, определение обратимых ингибиторов.
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Электрохимические ферментные биосенсоры
находят применение при определении широкого
круга соединений, используемых в качестве ле-
карственных препаратов, химических средств за-
щиты растений, пищевых добавок, а также отно-
сящихся к метаболитам и биомаркерам заболева-
ний [1–3]. Значительная их часть выступает в
качестве субстратов ферментативных реакций.
Так, глюкоза окисляется до глюконолактона в
присутствии глюкозооксидазы [4], а молочная
кислота до пировиноградной – в присутствии
лактатоксидазы [5]. Такие биосенсоры отличают-
ся высокой специфичностью отклика, однако
обеспечивают относительно низкую чувствитель-
ность определения аналитов. Альтернативой вы-

ступают биосенсоры, в которых определяемые
вещества ингибируют целевую реакцию субстра-
та, снижая ферментативную активность [6, 7].
В этом случае определяемые концентрации могут
находиться в нано- и даже пикомолярном диапа-
зоне, что имеет значение при определении токси-
нов и остаточных количеств лекарственных пре-
паратов [8–10]. Среди многочисленных компо-
нентов таких биосенсоров наиболее известным и
перспективным является фермент ацетилхо-
линэстераза (АХЭ, КФ 3.1.1.7) [11–13]. Он играет
ключевую роль в переносе нервного импульса в
синаптической щели, разделяющей окончания
аксонов, благодаря быстрому и селективному
гидролизу природного нейротрансмиттера – аце-
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тилхолина. Снижение активности АХЭ влечет за
собой мышечные судороги, миоз зрачка, наруше-
ние сердечной деятельности, при тяжелых пора-
жениях – летальный исход. Вещества нервнопара-
литического действия, разработанные как химиче-
ское оружие, относятся к сильным необратимым
ингибиторам АХЭ [12, 14].

После запрещения химического оружия фокус
применения АХЭ сместился в сторону определе-
ния фосфорорганических и карбаминатных пе-
стицидов, а в последнее время – лекарственных
препаратов миорелаксантного действия, приме-
няемых в офтальмологии [15], и лекарств против
нейродегенеративных заболеваний, таких как бо-
лезнь Альцгеймера и старческая деменция [16].
В настоящее время терапия подобных заболева-
ний направлена на купирование основных симп-
томов путем компенсации снижения уровня аце-
тилхолина. Для этого применяют обратимые ин-
гибиторы АХЭ, как правило, включающие в свой
состав катионные или способные к протонирова-
нию центры, имитирующие триметиламмоний-
ную группу природного субстрата – ацетилхоли-
на. Взаимодействие таких препаратов с активным
центром фермента снижает его доступность для
взаимодействия с субстратом и тем самым снижа-
ет скорость ферментативной реакции.

Основное методическое отличие функциони-
рования биосенсоров на основе АХЭ для опреде-
ления необратимых и обратимых ингибиторов
состоит в том, что в последнем случае измерение
сигнала происходит в присутствии и субстрата, и
ингибитора. Это снижает определяемые концен-
трации обратимых ингибиторов по сравнению с
сильными необратимыми ингибиторами, а также
ужесточает требования к устойчивости сигнала во
времени и его воспроизводимости в серии изме-
рений.

С учетом указанных особенностей возрастает
внимание к совершенствованию конструкции
биосенсоров с иммобилизованной АХЭ, которые
должны обеспечивать высокую стабильность сиг-
нала и чувствительность его регистрации. Ранее
нами исследованы условия определения обрати-
мых ингибиторов АХЭ, применявшихся в каче-
стве лекарственных препаратов для лечения бо-
лезни Альцгеймера, с использованием методов
физической иммобилизации фермента и тради-
ционного в подобных биосенсорах медиатора
электронного переноса фталоцианина кобальта в
качестве модификатора [17–19].

В данной работе мы впервые использовали с
той же целью новый перспективный медиатор –
композит пиллар[6]арена с наночастицами се-

ребра. Необходимость применения медиатора
электронного переноса обусловлена большим пе-
ренапряжением окисления тиохолина. Данный
продукт образуется при ферментативном гидро-
лизе тиоаналога ацетилхолина и часто использу-
ется для вольтамперометрической и амперомет-
рической регистрации сигнала биосенсора. Пил-
лар [6]арен – макроциклическое производное
гидрохинона, в котором шесть его фрагментов
соединены мостиковыми метиленовыми группа-
ми в мета-положении (схема 1) [20].

Схема 1. Структурная формула пиллар[6]арена.

Электрохимическая активность пиллар[n]аре-
нов связана с обратимым окислением–восста-
новлением фрагментов гидрохинона, а реакци-
онная способность в значительной степени зави-
сит от внутримолекулярных водородных связей
между соседними гидроксильными группами
обоих ободов макроцикла. Включение наноча-
стиц серебра, образующихся за счет химического
восстановления ионов серебра пиллар[6]ареном,
является перспективным приемом повышения
эффективности медиаторного переноса электро-
на за счет способности металла к взаимодействию
с тиольными группами органических соедине-
ний. Поскольку тиохолин при этом может допол-
нительно накапливаться в приэлектродном слое,
использование такого композита может повы-
сить чувствительность биосенсора в отношении
ацетилтиохолина и ингибиторов фермента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Использовали АХЭ из электриче-
ского угря (156 Е/мг препарата или 224 Е/мг бел-
ка), углеродную чернь (N220, IMERIS, Бельгия),
ацетилтиохолин хлорид, 2-(N-морфолино)этанс-
ульфоновую кислоту (МЭС), N-гидроксисукци-
нимид (N-ГС), N-(3-диметиламинопропил)-N-
этилкарбодиимида хлорид (ЭДХ), хлорид бербе-
рина, гидрохлорид донепезила, гуперзин А, гид-
робромид галантамина (Sigma-Aldrich, США)
(схема 2).
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Схема 2. Структурные формулы обратимых ингибиторов ацетилхолинэстеразы.

Другие реагенты категории ч.д.а. и analytical
grade использовали без дополнительной очистки.
Буферные растворы и растворы реагентов для
электрохимических измерений готовили на де-
ионизованной воде (Millipore-Q, Франция). Кон-
центрированные растворы АХЭ и ацетилтиохо-
лина хранили в замороженном виде при –20°С и
разводили до рабочей концентрации непосред-
ственно перед использованием. Искусственную
урину готовили путем растворения точных наве-
сок компонентов, конечные концентрации со-
ставили 0.02 М KCl, 0.049 M NaCl, 0.015 KH2PO4,
0.01 M CaCl2, 0.018 M NH4Cl и 0.018 M мочевины.

Пиллар[6]арен синтезировали на кафедре ор-
ганической и медицинской химии Казанского
федерального университета по модифицирован-
ной методике [21]. Кратко, для этого проводили
циклизацию 1,4-бис(2-бромэтокси)бензола в
присутствии метансульфоновой кислоты в хлоро-
форме сначала при 0°С, затем при 35°С. Продукт
обрабатывали BBr3 для освобождения гидроксид-
ных групп (схема 3). Структуру пиллар[6]арена
подтверждали данными 1H, 13C ЯМР-спектроско-
пии и MALDI-TOF масс-спектроскопии. Синте-
зированный пиллар[6]арен хранили в атмосфере
аргона при –20°С.

Схема 3. Общая схема синтеза пиллар[6]арена.

Микроизображения с помощью трансмиссион-
ной электронной микроскопии получали с помо-
щью микроскопа Hitachi HT7700 Exalens
(Япония) при напряжении 120 кэВ. Смесь пил-
лар[6]арена и нитрата серебра наносили на мед-
ную сетку 3 мм 200 меш, покрытую формваром и
углеродом.

Вольтамперометрические измерения проводили
в трехэлектродной ячейке в режиме постоянното-
ковой вольтамперометрии и хроноамперометрии
с помощью потенциостата-гальваностата AUTO-
LAB PGSTAT 302N (Metrohm Autolab, Нидерлан-
ды). В качестве рабочих электродов использовали
стеклоуглеродный электрод (СУЭ) из стержней
СУ2000 диаметром 1.7 мм (НИИГрафит, Москва)
в оболочке из политетрафторэтилена со стальным
токосъемником. Противоэлектродом служила
платиновая проволока, электродом сравнения –
хлоридсеребряный электрод (Ag/AgCl/3.0 М KCl;

Metrohm AG, Швейцария). Измерения проводи-
ли в нетермостатированной трехэлектродной
ячейке объемом 5 мл.

Модификация стеклоуглеродного электрода.
Перед нанесением модифицирующего покрытия
СУЭ механически полировали, промывали аце-
тоном, этанолом и деионизованной водой. После
этого проводили циклирование его потенциала в
0.1 М фосфатном буферном растворе, содержа-
щем 0.1 М Na2SO4, в течение 10 мин или до посто-
янства токов в интервале потенциалов от –1.0 до
1.0 В (приблизительно 10 циклов). Для нанесения
суспензии углеродной черни электрод подсуши-
вали на воздухе при комнатной температуре и за-
крепляли в штативе рабочей поверхностью вверх.
Суспензию углеродной черни готовили, добавляя
ее точную навеску в диметилформамид из расчета
1 мг/мл, с последующей ультразвуковой обработ-
кой в течение 30 мин. Далее 3 мкл суспензии на-

N+

O
O

H3CO
OCH3

NH
O

H3C

H3C H2N
N

O

O

CH3

CH3

O

O
CH3

N
O

HO

CH3

Берберин Гуперзин А Донепезил Галантамин

O

Br

O

Br

CH3SO3H

CHCl3
0−25°C

O

Br

O

Br

6

BBr3

CHCl3
45°C

OH

HO
6

64% 84%



346

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 4  2022

ШАМАГСУМОВА и др.

носили на электрод и высушивали при 60°С в те-
чение 20 мин. Затем на слой углеродной черни ка-
пельно наносили 2 мкл 30 мкМ раствор
пиллар[6]арена в этаноле и высушивали при ком-
натной температуре. После этого на ту же поверх-
ность наносили 5 мкл 0.1 мМ раствора нитрата се-
ребра, поверхность закрывали пластиковой про-
биркой для предотвращения высыхания и
оставляли на 10 мин. Поверхность электрода по-
сле этого промывали деионизованной водой. В
ряде экспериментов нанесение растворов пил-
лар[6]арена и нитрата серебра повторяли 2–3 раза
для увеличения концентрации наночастиц сереб-
ра в слое.

Иммобилизация ацетилхолинэстеразы. На по-
верхность СУЭ, модифицированного пил-
лар[6]ареном и наночастицами серебра, последо-
вательно наносили 3 мкл раствора ЭДХ (3 мг/мл в
0.05 М МЭС, рН 5.5) и 3 мкл N-ГС (1 мг/мл в
0.05 М МЭС, рН 5.5). Электрод закрывали пла-
стиковой пробиркой и оставляли на 30 мин. Да-
лее поверхность промывали деионизованной во-
дой и вносили 2 мкл раствора АХЭ (2.5–20 Е/мл в
0.005 М фосфатном буферном растворе с рН 7.2).
После высушивания при комнатной температуре
электроды промывали тем же фосфатным буфер-
ным раствором и хранили при необходимости
при 4°С в сухом виде.

Измерение сигнала биосенсора проводили в из-
мерительной ячейке, содержащей 5 мл 0.05 М
фосфатного буферного раствора, в хроноамперо-
метрическом режиме при 0–0.4 В. Регистрирова-
ли хроноамперограмму до и после введения в бу-
ферный раствор ацетилхолина (концентрация в
ячейке 0.5 мМ). При определении концентрации
ингибитора сначала регистрировали анодный ток

в течение 200 с в присутствии 0.5 мМ ацетил-
тиохолина, далее в ячейку добавляли раствор ин-
гибитора и продолжали регистрацию тока в тече-
ние еще 200 с. Степень ингибирования (I, %) рас-
считывали, исходя из изменения тока:

(1)

где ΔI – изменение тока при введении в раствор
ингибитора и I0 – анодный ток, отвечающий ис-
ходной концентрации субстрата в отсутствие ин-
гибитора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Условия получения композита пиллар[6]арена и
наночастиц серебра. При модификации СУЭ, мо-
дифицированного углеродной чернью, пил-
лар[6]ареном и нитратом серебра на циклических
вольтамперограммах наблюдали пики окисле-
ния–восстановления макроцикла и анодного
окисления элементного серебра, образующегося
в слое за счет восстановления ионов Ag+ гидрохи-
ноновыми фрагментами пиллар[6]арена. Образо-
вание наночастиц серебра независимо подтвер-
дили данными трансмиссионной электронной
микроскопии (рис. 1). Как видно, наночастицы
серебра равномерно распределены в пленке пил-
лар[6]арена, с которым они образуют высокопо-
ристые сетчатые структуры.

Концентрации компонентов покрытия изме-
няли путем последовательного нанесения одина-
ковых аликвот растворов пиллар[6]арена и нит-
рата серебра (см. “Экспериментальную часть”).
В целом вольтамперограммы имели сходный вид,
однако токи растворения элементного серебра
(острый необратимый пик при 0.3 В) выражены
сильнее для покрытий, в которых последним сло-
ем был AgNO3 (рис. 2).

Исследовали влияние на сигналы на вольтам-
перограммах времени инкубирования электрода
в растворе нитрата серебра и его концентрации
при различном числе слоев реагентов (рис. 3). Из
рисунка следует, что увеличение времени инку-
бирования приводит к регулярному возрастанию
тока пика окисления наночастиц серебра, в то
время как ток пика окисления пиллар[6]арена
меняется менее регулярно с максимумом при вре-
мени инкубирования 10 мин. Последующее сни-
жение тока пика может быть связано как с ча-
стичной инактивацией окисленных продуктов,
склонных к хемосорбции, так и с увеличением со-
противления переноса заряда в слое. Оптималь-
ная концентрация ионов серебра в процессе фор-
мирования поверхностного слоя составила
0.1 мМ. Ее увеличение снижает ток пика окисле-
ния пиллар[6]арена и слабо влияет на токи пика
окисления самого серебра. Интересно отметить,
что с формальной точки зрения увеличение коли-

( ) 0% ,I I I= Δ

Рис. 1. Микрофотографии, полученные из смеси пил-
лар[6]арена и нитрата серебра с помощью трансмис-
сионной микроскопии при 50000-кратном увели-
чении.

200 нм
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чества макроцикла, участвующего в окислении
ионов Ag+, должно снижать поверхностную кон-
центрацию гидрохиноновых фрагментов, а зна-
чит, и токи их окисления на электроде. Противо-
положное влияние при промежуточной концен-
трации AgNO3 свидетельствует в пользу сложного
механизма электродных реакций со взаимным
влиянием обоих электрохимически активных
компонентов слоя на процессы переноса заряда.
Это подтверждается пилообразной зависимостью
тока пика окисления пиллар[6]арена от природы
внешнего слоя.

При последовательном добавлении к углерод-
ной черни растворов пиллар[6]арена и нитрата
серебра ток пика окисления макроцикла выше,
когда он присутствует во внешнем слое, и снижа-
ется при нанесении в заключительной стадии мо-
дификации раствора AgNO3. При этом токи пика
окисления пиллар[6]арена сохраняют постоян-
ство в интервале рН 5.0–8.1 (рис. 4). Для пика
окисления элементного серебра столь регулярно-
го изменения тока пика при рН 5.0 не наблюдали,
а при более высоких значениях рН изменения
противоположны наблюдаемым для макроцикла:
токи пика снижались для внешнего слоя покры-
тия из пиллар[6]арена и увеличивались при
внешнем слое из наночастиц серебра. Необходи-
мо отметить, что во всех вариантах модификации
электрода частицы, участвующие в переносе
электрона, находились на поверхности стеклоуг-
лерода, но не в растворе, поэтому указанные из-
менения не могут быть связаны с диффузионным
переносом окисляющейся формы реагента из
раствора. По-видимому, можно говорить об эф-
фективности восстановления ионов Ag+ и чел-
ночном механизме переноса электрона внутри

многослойного покрытия, испытывающего влия-
ние регулярности строения слоя пиллар[6]арена
и наночастиц серебра. Поскольку условия реги-
страции микроснимков в трансмиссионной элек-
тронной микроскопии радикально отличались от
условий регистрации вольт-амперных кривых
(пиллар[6]арен и нитрат серебра смешивали в го-
могенных условиях, после чего их смесь наноси-
ли на медную сетку и высушивали), сопоставле-
ние полученных результатов не позволило оце-
нить регулярность распределения частиц серебра
на поверхности СУЭ в слое углеродной черни.

Условия измерения сигнала ацетилхолинэстера-
зы биосенсора. Исходя из полученных данных о
влиянии состава поверхностного слоя на элек-
трохимические характеристики, для последую-
щей иммобилизации фермента использовали
электрод, покрытый четырьмя слоями модифи-
каторов. Присутствие серебра во внешнем слое
облегчало перенос электрона от тиохолина, обра-
зующегося в ферментативной реакции, а увели-
чение числа слоев до шести снижало абсолютную
величину токов пика.

Иммобилизация фермента поверх модифици-
рующего слоя из углеродной черни, пил-
лар[6]арена и наночастиц серебра незначительно
меняла морфологию пиков на вольтамперограм-
мах. В частности, пики окисления–восстановле-
ния макроцикла становились более симметрич-
ными, а относительная величина пика окисления
серебра снижалась. Введение в раствор фермента
и ацетилтиохолина приводило к закономерным
изменениям на циклических вольтамперограм-
мах (рис. 5а): токи пика окисления снижались, а
ток пика восстановления – увеличивался. Такие
изменения связаны с участием окисленной фор-
мы пиллар[6]арена в химическом окислении

Рис. 2. Циклические вольтамперограммы, полученные на стеклоуглеродном электроде, покрытом углеродной чер-
нью, пиллар[6]ареном (1) и композитами состава пиллар[6]арен–Ag–пиллар [6]арен (2), (пиллар[6]арен–Ag)2–пил-
лар[6]арен (3), (пиллар[6]арен–Ag)2 (4) и (пиллар[6]арен–Ag)3 (5). Измерения в 0.1 М растворе NaNO3, 100 мВ/с. Вре-
мя инкубирования в 0.1 мМ растворе AgNO3 10 мин. Стрелки обозначают направление сканирования потенциала.

–0.9 –0.6 –0.3 0 0.3 0.6

–8

–4

0

4

8

1
2
3

I, мкА

Е, В

1
4
5

–8

–4

0

4

8
I, мкА

–0.9 –0.6 –0.3 0 0.3 0.6
Е, В



348

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 4  2022

ШАМАГСУМОВА и др.

тиохолина, что приводило к изменению соотно-
шения бензохиноновых и гидрохиноновых фраг-
ментов макроцикла. Изменения тока пика окис-
ления серебра, по-видимому, связаны с их уча-

стием в переносе электрона внутри слоя, а также
с частичным блокированием поверхности тиохо-
лином, накапливающимся за счет самопроиз-
вольного образования связей Ag–S. Аналогичное

Рис. 3. Зависимость тока пика окисления пиллар[6]арена (а, в) и наночастиц серебра (б, г) от числа слоев модифика-
торов при варьировании времени инкубирования электрода в 0.1 мМ растворе AgNO3 (а, б) и концентрации раствора
AgNO3 при времени инкубирования 10 мин (в, г).
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Рис. 4. Зависимость тока пика окисления пиллар[6]арена (а) и наночастиц серебра (б) от числа слоев модификаторов
при варьировании рН. Измерения в 0.1 М растворе NaNO3, 100 мВ/с. Время инкубирования в 0.1 мМ растворе AgNO3
10 мин.

1 2 3 4 5 6
0

2

4

6

8

10

Число слоев

pH 5.0 pH 6.2
pH 7.1 pH 8.1

(а)
Ipa, мкА

Число слоев

(б)

2 3 4 5 6
0

1

2

3

4

pH 5.0
pH 6.2
pH 7.1

Ipa, мкА



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 4  2022

АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗНЫЙ СЕНСОР 349

поведение наблюдали ранее для сходных моди-
фицирующих материалов, полученных из тиака-
ликсарена с пирокатехиновыми группами и нит-
рата серебра [22, 23].

Аналогичные изменения тока наблюдали в
хроноамперометрическом режиме (рис. 5б) при
поляризации электрода в интервале 50–400 мВ.
Поскольку формат биосенсора лучше совместим
с хроноамперометрическим режимом измерения
сигнала, дальнейшие исследования проводили в
указанных условиях. Зависимости стационарного
тока, устанавливающегося при 100 с после введе-
ния субстрата, от концентрации субстрата и ко-
личества фермента, взятого для иммобилизации,
приведены на рис. 6. Как видно, сигнал биосен-
сора закономерно увеличивается с потенциалом
электрода, начиная с 200 мВ. Последующие изме-

рения проводили при потенциале 300 мВ, обеспе-
чившим несколько меньший разброс результатов
измерения (2.5% относительно 3.5% для 400 мВ в
серии из пяти биосенсоров). Что касается влия-
ния количества фермента, устойчивый сигнал за-
регистрирован, начиная с 0.005 Е на электрод.
Поскольку ингибитор рекомендовано определять
при минимальной концентрации фермента [10,
12], в дальнейшем использовали 0.005 Е АХЭ на
электрод.

Определение обратимых ингибиторов ацетилхо-
линэстеразы. Введение в рабочий раствор, содер-
жащий субстрат, лекарственных препаратов – об-
ратимых ингибиторов АХЭ приводило к сниже-
нию стационарного тока за счет уменьшения
скорости гидролиза субстрата и, как следствие, –
уменьшения количества тиохолина, реагирующе-

Рис. 5. Циклические вольтамперограммы (а) и хроноамперограммы (б), полученные на стеклоуглеродном электроде,
модифицированном углеродной чернью, композитом (пиллар[6]арен–Ag)2 и ацетилхолинэстеразой (0.005 Е на элек-
трод). Измерения в 0.1 М фосфатном буферном растворе, содержащем 0.1 М NaCl, до (1) и после добавления 1.0 мМ
ацетилтиохолина (2). Потенциал электрода в хроноамперометрическом режиме 0.3 В.
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го на электроде. Градуировочные зависимости
(рис. 7) имели сигмоидную форму, типичную для
обратимых ингибиторов. Для ее аппроксимации
применяли логистическую аппроксимирующую
функцию (2), ранее успешно использованную в
аналогичных исследованиях обратимого ингиби-
рования АХЭ [17–19] и распространённую в им-
мунохимических исследованиях:

(2)

Здесь I (%) – степень ингибирования АХЭ,
рассчитанная по уравнению (1), исходя из отно-
сительного уменьшения тока окисления тиохо-
лина при введении в раствор ингибитора; A1 и
A2 – верхний и нижний пределы изменения сте-
пени ингибирования; x – мера содержания инги-
битора (в данном случае x = –lg(cI, M); xо – точка
перегиба графика, формально отвечающая
50%-ному ингибированию фермента (концентра-
ция ЕС50); p – параметр, определяющий крутизну

( )
1 2

2
0

% .
1 p

A AI A
x x
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+

средней части графика, т.е. чувствительность
определения ингибитора. Значения соответству-
ющих параметров градуировочных зависимостей
приведены в табл. 1. Концентрацию ингибитора,
отвечающую 15%-ному ингибированию (ЕС15),
выбрали в качестве предела обнаружения. Это
связано с тем, что стандартное отклонение при
измерении сигнала биосенсора обычно составля-
ет 3–5%, что при соотношении сигнал/шум, рав-
ном 3, дает минимальный достоверный результат
измерения ингибирования 15% [12, 14, 17–19]. В
нашем случае в серии из пяти биосенсоров отно-
сительная дисперсия отклика на 0.5 мМ ацетил-
тиохолин составила 3.5%, в серии из пяти измере-
ний с одним биосенсором – 2.5%, так что исполь-
зованная оценка оказалась даже более строгой,
чем следует из метрологических характеристик
разработанного биосенсора.

Чувствительность определения аналитов с по-
мощью разработанного биосенсора сопоставима
или лучше характеристик АХЭ-биосенсоров,
описанных в литературе. Так, при проточно-ин-
жекционном определении донепезила с фермен-
том, иммобилизованным на наночастицах золо-
та, значение ЕС50 составило 0.5 мкМ, берберина
6.45 мкМ [24]. Использование в качестве транс-
дьюсера нитрида углерода с частицами палладия
и включение АХЭ в пленку хитозана позволило
добиться предела обнаружения гуперзина А
1.3 нМ [25], проведение измерения в микрореак-
торе с АХЭ, адсорбированной на силикагеле, по-
казало ЕС50 1.52 мкМ [26]. В той же системе зна-
чение ЕС50 галантамина составило 13 мкМ, для
фермента, иммобилизованного в полиметилме-
такрилате, – 0.47 мкМ [27]. Предел обнаружения
галантамина при его определении с помощью
АХЭ, иммобилизованной на магнитных части-
цах, составил 1.5 мкМ [28], в колориметрическом
сенсоре на основе смартфона в качестве измери-
тельного инструмента и АХЭ, иммобилизован-
ной в хитозане, – 1.3 мкМ [28]. При физической
адсорбции фермента в полиэлектролитные ком-
плексы значение ЕС50 берберина составило
0.6 мкМ гуперзина А – 0.05 мкМ [19], галантами-
на – 0.69 мкМ [18].

Попытки получить сигнал об ингибировании
АХЭ с помощью сенсора, содержащего пил-

Рис. 7. Градуировочные зависимости для определе-
ния обратимых ингибиторов ацетилхолинэстеразы с
помощью биосенсора на основе стеклоуглеродного
электрода, модифицированного углеродной чернью,
композитом (пиллар[6]арен–Ag)2 и ацетилхолинэс-
теразой (0.005 Е на электрод). Измерения в 0.1 М фос-
фатном буферном растворе, содержащем 0.1 М NaCl,
тиохолин 1.0 мМ.
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Таблица 1. Параметры логистической аппроксимационной модели (уравнение (2)) отклика АХЭ биосенсора на
обратимые ингибиторы и значения ЕС15 и ЕС50 индивидуальных ингибиторов

Ингибитор А1, % А2, % хо p R2 ЕС15, нМ ЕС50, мкМ

Гуперзин А 86 ± 2 2 ± 1 7.4 ± 0.2 3.0 ± 0.2 0.9920 1.2 0.04
Галантамин 91 ± 2 1 ± 1 6.2 ± 0.2 1.5 ± 0.1 0.9829 12.5 0.63
Донепезил 72 ± 1 6 ± 1 6.0 ± 2 2.9 ± 0.2 0.9945 2.5 1.0
Берберин 84 ± 2 6 ± 1 6.6 ± 2 2.2 ± 0.1 0.9855 10.0 0.25
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лар[6]арен без наночастиц серебра, показали зна-
чительно меньшую чувствительность определе-
ния аналитов. Так, для гуперзина А предел обна-
ружения составил 10 нМ, галантамина – 50 нМ,
донепезила – 12 нМ и берберина – 120 нМ. Воз-
можно, это частично связано с неустойчивостью
отклика на макроцикл, который даже в отсут-
ствие фермента имеет тенденцию к уменьшению
в серии последовательных измерений из одного
раствора. Такое поведение может быть обуслов-
лено хемосорбцией промежуточных продуктов
окисления пиллар[6]арена и недостаточной его
стабилизацией в частицах углеродной черни. Воз-
можно, аккумуляция тиохолина, обладающего
свойствами восстановителя, на наночастицах се-
ребра дополнительно стабилизирует медиатор в
составе биосенсора. Для дальнейшего примене-
ния пиллар[6]арена в составе АХЭ-биосенсора
может понадобиться оптимизация матрицы для
включения макроцикла.

Операционные характеристики и анализ реаль-
ного объекта. Биосенсор показал высокую устой-
чивость сигнала при хранении в рабочем буфер-
ном растворе и в сухом виде. Так, при использо-
вании в течение дня при комнатной температуре
сигнал на 0.5 мМ ацетилтиохолин практически не
менялся, в течение двух недель он снижался на
20–25% от исходной величины, но при этом его
чувствительность в отношении обратимых инги-
биторов не менялась. Реактивация биосенсора
после его контакта с ингибитором достигалась
путем промывки рабочим буферным раствором.
Степень реактивации оценивали по воспроизво-
димости отклика на субстрат. Каждый биосенсор
позволял проводить до 50 циклов измерения ин-
гибирования–реактивации без потери чувстви-
тельности сигнала к ингибитору в изученном ин-
тервале его концентраций.

При хранении биосенсора в сухом виде при
4°С 50% исходного сигнала сохранялось после
трех месяцев хранения. Значение ЕС50 изученных
ингибиторов при этом несколько возрастало, по-
скольку инактивации повергались в первую оче-
редь молекулы фермента, наиболее доступные
для ингибитора. Указанные изменения слабо
влияют на возможности использования разрабо-
танного биосенсора для определения остаточных
количеств лекарственных препаратов в урине. По
результатам фармакокинетических исследова-
ний, с уриной выделяются в неизменном виде
30–40% принимаемых препаратов [29–31], при
этом их концентрация в случае суточного приема
3–5 мг составляет 0.8 мкМ (расчет для донепезила).

Для оценки возможности применения разра-
ботанного биосенсора в терапевтической практи-
ке при лечении больных нейродегенеративными
заболеваниями протестировали искусственную
урину (состав приведен в “Экспериментальной

части”), содержащую переменные количества га-
лантамина. Урину предварительно разбавляли в
10 раз и корректировали рН до 7.8. Как следует из
рис. 8, в пределах погрешности измерений уста-
новленные значения концентрации не отлича-
лись от полученных в стандартных условиях.
Степень открытия, рассчитанная по графикам,
составляла 92–98%. Следует отметить, что вос-
производимость результатов измерений в урине
ниже, чем в фосфатном буферном растворе, и
составила в среднем 5%. Полученные результа-
ты свидетельствуют о возможности применения
разработанного биосенсора для контроля оста-
точных количеств изученных лекарственных пре-
паратов в урине пациентов.

Действие обратимых ингибиторов на АХЭ несе-
лективно, регистрируемая степень ингибирования
АХЭ не дает информации о природе и числе инги-
биторов в анализируемом образце. Однако, учи-
тывая близость полученных характеристик инги-
бирования, снижение сигнала биосенсора можно
рассматривать как оценку общего содержания
препаратов антихолинэстеразного действия в об-
разце. Возможно, в перспективе можно повысить
селективность определения остаточных коли-
честв лекарственных препаратов, используя
мультисенсорный подход с варьированием при-
роды и способа модификации электрода-транс-
дьюсера, а следовательно, и индивидуальных ха-
рактеристик определения аналитов.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (проект 17-13-01208).

Рис. 8. Градуировочные зависимости для определе-
ния галантамина в фосфатном буферном растворе (d)
и в искусственном образце урины (s). Измерения при
рН 7.8, концентрации ацетилтиохолина 0.5 мМ. При-
ведены средние значения для трех биосенсоров.
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Кардиолипидология – новое направление в кардиологии – интенсивно развивается благодаря ме-
тоду масс-спектрометрии. Особое значение этот метод приобрел для определения молекулярных
видов сфинголипидов, метаболизм которых тесно связан с метаболизмом холестерина. Методом
хромато-масс-спектрометрии изучены изменения в уровне ряда сфинголипидов, претендующих на
роль маркеров сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) (молекулярных форм сфингомиелинов, це-
рамидов, глюкозилцерамидов, сфингозина и сфинганина), в плазме крови пациентов с наслед-
ственными формами раннего атеросклероза (семейной гиперлипидемии, СГЛ). Исследуемая груп-
па (52 человека) состояла из пациентов с острой манифестацией атеросклероза, с постинфарктным
кардиосклерозом, с дислипидемией или ранними ССЗ. У больных с семейной СГЛ отмечалось уве-
личение доли длинноцепочечного сфингомиелина SM18:1/22:0 и уровня церамидов с углеродной
цепью С20-1 и С22-1. У больных с высокой клинической вероятностью СГЛ выявлено повышение
уровня сфингозина, обладающего проапоптотическими свойствами, который может рассматри-
ваться в качестве маркера дополнительного риска сердечно-сосудистых осложнений. Поиск новых
маркеров ССЗ позволит совершенствовать персонифицированный подход к ведению таких боль-
ных и улучшить результаты их лечения.

Ключевые слова: хромато-масс-спектрометрия, сфинголипиды, сфингомиелины, церамиды, сфин-
гозин, атеросклероз, семейная гиперлипидемия.
DOI: 10.31857/S0044450222040028

Клиническая липидология – это академиче-
ская дисциплина, которая в первую очередь ори-
ентирована на знание патофизиологии, диагности-
ки и клинического лечения липидных и липопроте-
иновых нарушений при многих патологиях,
включая сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ).
Установлена роль глицерофосфолипидов и сфин-
голипидов как факторов риска развития ССЗ и со-
судистых осложнений при многих других патоло-
гиях.

Сердечно-сосудистые заболевания остаются
главной причиной смертности в индустриально

развитых странах. В настоящее время, несмотря
на внедрение высокотехнологичных методов диа-
гностики и лечения атеросклероза и его осложне-
ний, резко увеличились инвалидизация и смерт-
ность населения в трудоспособном возрасте,
определяемые так называемой “ранней” ишеми-
ческой болезнью сердца (ИБС). Одним из самых
значимых факторов риска атеросклероза являет-
ся гиперхолестеринемия. При гиперхолестерине-
мии основой скрининга является обычный ана-
лиз липидного спектра, включающий определе-
ние уровня общего холестерина, холестерина
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липопротеидов низкой и высокой плотности,
триглицеридов. С другой стороны, во многих ве-
дущих клиниках мира все чаще стали определять
сфинголипиды в качестве дополнительных мар-
керов риска сердечно-сосудистых и многих дру-
гих заболеваний [1–3]. На сегодняшний день
имеются результаты исследований на животных
моделях, культуре тканей и у людей [4–6], кото-
рые демонстрируют возможность участия сфин-
голипидов в патогенезе многих ССЗ и других па-
тологиях. Опубликованы работы, демонстрирую-
щие значение сфинголипидов как факторов
риска развития сосудистых осложнений у боль-
ных сахарным диабетом и метаболическим син-
дромом [7], а также при дислипидемии и повыше-
нии уровня артериального давления [4, 8, 9].

Сфинголипиды – это группа липидов, в состав
которых входит молекула алифатического спирта
сфингозина. К ним относятся сфингомиелины,
цереброзиды, церамиды, сфингозины и сфинго-
зин-1-фосфат (рис. 1).

Установлено, что катаболизм сфинголипидов
связан с катаболизмом холестерина, однако точ-
ный механизм этой связи до сих пор неизвестен.
Не исключено, что первопричина накопления
холестерина в условиях гиперхолестеринемии
может быть связана с нарушениями в метаболиз-
ме сфингомиелина. В связи с этим более адекват-
ная коррекция уровня холестерина может опре-
деляться нормализацией метаболизма сфинголи-
пидов [4].

Для функции клетки чрезвычайно важны не
только холестерин и сфинголипиды как отдель-
ные представители клеточного и мембранного
липидома, но и их комплексы. Они представляют
динамический дуэт, который образуется в ответ
на воздействия, которым подвергается клетка.
Однако они могут выступать и в качестве “недру-
желюбных” партнеров в случае их дисбаланса в
результате различных патологий сердечно-сосу-
дистой системы и мозга [10, 11].

Как правило, в виде комплекса холестерин и
сфингомиелин существуют в структурах рафтов –
специфических мембранных образований, на
которых расположены сигнальные комплексы
[11, 12]. Тесное взаимодействие между стероль-
ным кольцом холестерина и церамидной после-
довательностью сфингомиелина приводит к об-
разованию специфического домена. В этих
микродоменах холестерин выполняет стабилизи-
рующую функцию, заполняя пустоты между
большим объемом сфинголипидов. Холестерин-
сфингомиелиновое взаимодействие определяет
переход этих доменов в жидко-упорядоченную
или желеобразную фазу, что определяет уникаль-
ную характеристику рафтов. Другие же домены
клеточной мембраны существуют в более дезор-
ганизованных жидких фазах из-за отсутствия хо-

лестерин-сфингомиелинового взаимодействия.
Содержание холестерина в мембране четко кор-
релирует с содержанием сфинголипидов [13].
При снижении уровня сфингомиелина и церами-
да содержание холестерина также падает. Актива-
ция сфингомиелиназы ускоряет этерификацию
холестерина без увеличения пула клеточного холе-
стерина [14]. При этом сфингозин, который являет-
ся продуктом ферментативной деградации церами-
да, ингибирует этерификацию холестерина [15]. Не
исключено, что первопричиной накопления холе-
стерина может быть увеличение уровня сфингомие-
лина.

Таким образом, тестирование уровня сфинго-
липидов при атеросклерозе может быть таким же
значимым и информативным, как и определение
уровня холестерина. Применение лекарственных
средств, корректирующих патологические изме-
нения в метаболизме сфинголипидов, могут быть
более эффективными, чем, например, терапия с
использованием статинов. Исследования роли
сфинголипидов в развитии ССЗ непременно да-
дут возможность обнаружить новые мишени из
числа ферментов сфинголипидного метаболизма
(сфингомиелиназ и церамидаз) и создать новые
лекарственные препараты для предупреждения и
лечения сердечно-сосудистых заболеваний.

Измерение уровня липидов, в основном обще-
го холестерина, общих триглицеридов, липопро-
теинов низкой плотности и холестерина липо-
протеинов высокой плотности, до настоящего
времени являлось обычной клинической практи-
кой сердечно-сосудистых заболеваний и гиполи-
пидемической терапии. Более того, детальная
оценка липидного состава, т.е. молекулярных ви-
дов, которые относятся к классам липидов, прак-
тически не используется из-за сложности их диа-
гностики. Однако установлено, что липидом че-
ловека включает тысячи единиц молекулярных
разновидностей с функциональным разнообра-
зием. Молекулярные виды липидов внутри ли-
пидных классов имеет модульную структуру,
определяемую большим разнообразием жирных
кислот, прикрепленных к общей основной цепи,
которая определяет класс липидов. Конъюгиро-
ванные жирные кислоты могут различаться по
длине углеродной цепи, количеству, положению
и конфигурации (цис- или транс-) их двойных
связей, а также по положению и типу (ацил-, ал-
кил- или винил-) связи с основной цепью. Учи-
тывая все это разнообразие сфинголипидов, ме-
тод анализа должен надежно дифференцировать
все липиды в соответствии с типом сфингоидного
основания, жирнокислотными остатками и ти-
пом гидрофобной головы. Современная масс-
спектрометрия (МС) позволяет анализировать
все это разнообразие липидома человека [16–18].
Она дает возможность достаточно легко получать
информацию об элементном составе липида,
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природе жирных кислот, наличии двойных свя-
зей. Сложнее выявить положение двойных связей
и кислотных остатков в молекуле липида, вклю-
чая даже дифференцирование оптических изоме-
ров у центрального атома глицеринового остатка.

Поскольку полная характеристика молекулы ли-
пида требует продвинутых методов тандемной
масс-спектрометрии, зачастую полная структур-
ная идентификация не проводится, а анализ огра-
ничивается установлением класса липида, его

Рис. 1. Cхема фрагментации церамидов, сфингомиелинов, сфингозина, сфинганина и галактозтлцерамидов, исследу-
емых методом масс-спектрометрии. Стрелками обозначены сайты фрагментаций.

Протонированные церамиды, m = 2n + 1 или m = 2n – 1 (n = 15, 17, 19, 21, 23, 25)

Протонированные сфингомиелины, m = 2n + 1 или m = 2n – 1 (n = 15, 17, 19, 21, 23, 25)

Протонированные гексозилцерамиды, m = 2n + 1 или m = 2n – 1 (n = 15, 17, 19, 21, 23, 25)
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молекулярной массы и природы жирнокислот-
ных групп [17].

Наиболее популярными методами ионизации
в липидомике являются электрораспыление [19],
химическая ионизация при атмосферном давле-
нии [20] и матрично активированная лазерная де-
сорбция/ионизация (МАЛДИ) [16, 21]. Интерес-
ные результаты о структуре липидов могут быть
получены и методами ионизации на открытом
воздухе [22, 23]. В качестве масс-анализаторов ис-
пользуют устройства практически любого типа:
секторные [24], квадрупольные [25, 26], время-
пролетные [27, 28], ионные ловушки [25, 29–31],
а также масс-спектрометры ионного циклотрон-
ного резонанса [32].

Развитие методов жидкостной хроматографии
ультравысокого разрешения в комбинации с
масс-спектрометрией дало толчок к изучению са-
мых разнообразных липидных маркеров, в том чис-
ле ассоциированных с ранним развитием атеро-
склероза [1–4]. Фактически методы жидкостной
хроматографии-масс-спектрометрии (ЖХ-МС),
благодаря своей информативности, селективности,
чувствительности, широчайшему динамическому
диапазону, являются на сегодняшний день наибо-
лее эффективными для исследования липидов
всех типов, включая минорные компоненты [17,
25, 29, 30].

В настоящее время в липидомике существует
два основных подхода. Первый основан на пред-
варительном хроматографическом разделении
компонентов образца, как правило, методом ЖХ,
и вводе элюата в масс-спектрометр в онлайн ре-
жиме, а второй – на прямом вводе всей пробы не-
посредственно в ионный источник (скорострель-
ная липидомика) [17]. Основным достоинством
второго подхода является возможность получе-
ния сигнала молекулярного иона конкретного
липида с постоянной интенсивностью. Это поз-
воляет проводить любые тандемные эксперимен-
ты, необходимые для установления структурных
особенностей молекулы. Тем не менее следует
учитывать, что при вводе сложных смесей в ис-
точник ионизации возможна дискриминация от-
дельных компонентов [17].

Наиболее информативными, безусловно, яв-
ляются подходы с использованием тандемной
масс-спектрометрии и масс-спектрометрии вы-
сокого разрешения. Для установления структуры
липидов полезными оказываются все варианты
МС/МС, включая спектры ионов-продуктов,
ионов-предшественников, выбросов идентичных
нейтральных частиц, а также мониторинг вы-
бранных реакций [17]. Структурная близость ли-
пидов одного типа позволяет использовать для
идентификации и определения методы вычисли-
тельной липидомики. В частности, предложен ва-
риант одновременного полуколичественного

определения более 800 фосфолипидов в клеточ-
ных экстрактах [33]. На основании интенсивно-
стей пиков биомаркеров в экспериментальных
образцах можно сравнивать однотипные образ-
цы, выявлять тонкие различия, свидетельствую-
щие о протекании каких-либо эндогенных или
экзогенных процессов, осуществлять надежную
диагностику заболеваний.

Для сфинголипидов, участие которых в пато-
генезе сердечно-сосудистых заболеваний в насто-
ящее время интенсивно изучается, возможно
полное установление структуры по масс-спек-
трам как положительных, так и отрицательных
ионов. Сфинголипиды достаточно легко ионизи-
руются, а фрагментация ионов дает исчерпываю-
щую информацию об углеводородном составе
молекул и о типе гидрофобной части молекулы.
Например, все сфинголипиды легко протониру-
ются, а сфингозин-1-фосфаты, сфингомиелины,
сульфатиды и ганглиозиды образуют также де-
протонированные молекулы с удобной регистра-
цией соответствующих отрицательных ионов.
Проведение фрагментации как простых, так и
сложных сфинголипидов позволяет узнать тип
гидрофильной части молекулы и жирнокислот-
ный состав. Например, сфингомиелины можно
легко отличить от других классов липидов по ин-
тенсивному пику с m/z 184 в спектрах ДАС (диссо-
циация, активированная соударениями) их про-
тонированных молекул. Этот пик обусловлен
протонированной головной фосфохолиновой
группой [17]. На рис. 1 приведена схема фрагмен-
тации изученных нами сфинголипидов. Однако,
поскольку при фрагментации заряд обычно оста-
ется на гидрофильной части молекулы (как, на-
пример, в случае сфингомиелинов), для подроб-
ного исследования структуры жирных кислот,
присоединенных к сфингоидному основанию,
необходимо использовать тандемную масс-спек-
трометрию с регистрацией нескольких поколе-
ний фрагментных ионов (метод MСn) [17].

В силу сложности анализируемых молекул и,
как следствие, большого количества возможных
осколков, образующихся при фрагментации, раз-
работана специальная номенклатура для описа-
ния этих осколочных ионов, позволяющая опре-
делить состав исходной молекулы по “отпечаткам
пальцев” [34, 35].

При исследовании молекул со сфингоидным
основанием, а также сфингозин-1-фосфатов ме-
тодом анализа ионов-предшественников необхо-
димо помнить, что молекулы, содержащие четы-
ре и более двойных связей, образуют более интен-
сивные ионы-продукты, чем молекулы с
меньшим количеством двойных связей. Это озна-
чает, что при проведении количественного ана-
лиза необходимо использовать стандарты как для
молекул без двойных связей, так и для молекул с
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двойными связями. Кроме того, насыщенные мо-
лекулы (например, сфинганины) образуют в
условиях популярных вариантов тандемной масс-
спектрометрии ДАС с высокой энергией ионы-
продукты с m/z 60, которые являются более спе-
цифичными, чем обычные продукты дегидрата-
ции. Оптимизация условий ионизации и ДАС для
молекул со сфингоидными основаниями приво-
дит к надежным результатам их анализа [17]. Одна-
ко определение молекул со сфингоидным основа-
нием методом анализа ионов-предшественников
сопряжено с определенными сложностями. Во-
первых, ионизация может подавляться в присут-
ствии большого количества других молекул в экс-
тракте. Во-вторых, необходимо учитывать влия-
ние эффективных размеров молекулы (т.е. длины
цепи и количества двойных связей) на процесс
фрагментации. Ионы с меньшим количеством
атомов обладают меньшим количеством степеней
свободы, поэтому на каждую из них приходится
большая энергия, что может приводить к допол-
нительной фрагментации. При тех же условиях
для больших молекул на каждую степень свободы
приходится меньше энергии, поэтому фрагмен-
тация проходит менее эффективно, что снижает
сигнал от этих ионов. Этот эффект хорошо заме-
тен при исследовании С2-церамидов и природ-
ных длинноцепочечных церамидов [36]. Однако в
природных церамидах с длиной цепи 16–26 ато-
мов углерода этот эффект выражен меньше.

Для определения сфинголипидов широко ис-
пользуются оба варианта ВЭЖХ-анализа: с обра-
щенной фазой (для отделения сфингозина от
сфинганина) и с нормальной фазой (для отделе-
ния церамидов от сфингомиелинов). Использо-
вание хроматографии не всегда эффективно, по-
скольку, например, сфингозин и сфинганин
можно разделить и в условиях прямого ввода об-
разца. Однако если в биологическом образце со-
держится большое количество сфингозина, то он
затрудняет количественное определение сфинга-
нина и требует предварительного хроматографи-
ческого разделения. Тем не менее есть работы, в
которых сфинголипиды эффективно анализиру-
ются методом прямого ввода [34, 37]. Преимуще-
ством такого подхода является значительное
уменьшение продолжительности анализа одного
образца.

Цель настоящего исследования – изучение
особенности спектра сфинголипидов у больных,
имеющих различную клиническую вероятность
семейной гиперлипидемии. Для этого изучали
полученные методом ЖХ-МС качественные и ко-
личественные характеристики сфинголипидов в
образцах крови больных с рядом ССЗ, в частно-
сти, семейной гиперхолестеренемии (СГЛ). Сле-
дует подчеркнуть, что прогностическая значи-
мость церамидов уже оценивалась в зарубежных
исследованиях, однако уровень церамидов опре-

делялся у больных с острым коронарным синдро-
мом [2]. В то же время особенности сфинголипи-
дома у больных с наследственными дислипиде-
миями пока не изучены.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Состав пациентов с наследственными формами
раннего атеросклероза. Изучали изменения в
уровне ряда сфинголипидов, претендующих на
роль маркеров ССЗ (молекулярных форм сфин-
гомиелинов, церамидов, гексозиллцерамида,
сфингозина и сфинганина), в плазме крови паци-
ентов с наследственными формами раннего ате-
росклероза. Группа включала n = 52 человека.
Данная группа состояла из пациентов с острой
манифестацией атеросклероза, которая заверша-
ется инфарктом или инсультом (острый коронар-
ный синдром (ОКС), n = 6); с острым нарушением
мозгового кровообращения, атеротромботиче-
ский вариант (ОНМК, n = 9); постинфарктного
кардиосклероза (ПИКС, n = 8), а также из боль-
ных с дислипидемией, которая характеризуется
либо повышением уровней холестерина и/или
триглицеридов, либо снижением уровня холесте-
рина липопротеидов высокой плотности (ЛВП) в
плазме, что способствует развитию атеросклероза
(n = 28), и одного пациента с периферическим
атеросклерозом. Среди перечисленных больных
особую группу составляли пациенты с различной
клинической вероятностью семейной гиперлипи-
демии. В эту группу входило 35 больных (15 мужчин
(42.9%) и 20 женщин (57.1%), средний возраст 49.8 ±
± 9.96 лет) с дислипидемией или ранними сердеч-
но-сосудистыми заболеваниями, развившимися в
возрасте до 55 лет у мужчин и до 60 лет у женщин.
Клиническую вероятность семейной дислипиде-
мии оценивали по критериям сети Голландских ли-
пидных клиник. Десять больных имели низкую
вероятность СГЛ (1–2 балла), у 22 больных диа-
гноз расценивался как вероятная СГЛ (3–5 бал-
лов), у трех больных – возможная или определен-
ная СГЛ (два больных 6 баллов и один больной
9 баллов).

Определяли параметры со следующими ре-
ференсными значениями: общий холестерин
(2.0–5.2 ммоль/л), холестерин липопротеинов низ-
кой плотности (ЛНП) (до 3.3 ммоль/л), липопроте-
инов высокой плотности (0.91–1.56 ммоль/л), триг-
лицеридов сыворотки крови (0.50–1.70 ммоль/л) на
биохимическом анализаторе CLIMA MC-15 (RAL,
Испания).

Методы определения сфинголипидов. Липиды
из плазмы выделяли по методу Блайя–Дайера.

Масс-спектрометрия. Масс-спектрометриче-
скую идентификацию и определение молекуляр-
ных видов сфингомиелинов, церамидов и сфин-
гоидных оснований (сфингозина и сфинганина)
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проводили на масс-спектрометре TSQ Endura
(Thermo Fisher Scientific, Германия) в режиме мо-
ниторинга множественных реакций (ММР). На
рис. 1 представлена схема фрагментации сфинго-
липидов, исследуемых методом МС. Для церами-
дов фрагментацию исходных протонированных и
дегидратированных молекул проводили при
энергии 20 эВ с образованием фрагмента с
m/z 264.2 Да, время измерения сигнала составля-
ло 30 мс. Для сфингомиелинов при энергии 20 эВ
в качестве иона продукта выбрали фрагментный
ион с m/z 184.1 Да, время измерения сигнала со-
ставляло 30 мс. Для сфингозина фрагментацию
протонированных молекул проводили при энер-
гии 12.5 эВ с образованием ионов-продуктов с
m/z 252.2 Да, время измерения сигнала составля-
ло 30 мс. Для сфинганина при энергии 12.5 эВ с
образованием иона-продукта с m/z 266.2 Да время
измерения сигнала составляло 30 мс.

Концентрации сфингомиелинов, церамидов и
сфингоидных оснований определяли методом
внешнего стандарта. В качестве стандартов ис-
пользовали сингозин d7, сфинганин, сфингомие-
лин d18:1/16:0, сфингомиелин d18:1/18:0, цера-
мид d18:1/16:0, церамид d18:1/18:1, церамид
d18:1/18:0, церамид d18:1/24:1, церамид d18:1/24:0
фирмы “Avanti” (США). Для определения цера-
мидов использовали площади пиков ММР-перехо-
дов [М + Н–Н2О]+· → 264.2 Да, для сфингомие-
линов [M + H]+· → 184.1 Да, для сфингозина
300.2 → 252.2 Да, для сфинганина 302.2 →
→ 266.2 Да.

Хроматографическое разделение проводили с
использованием системы Ultimate 3000 (Thermo
Fisher Scientific, Германия) на колонке Eclipse
Plus C8 3.0 × 150 мм (Agilent, США), размер ча-
стиц 3,5 мкм. При определении церамидов и
сфингомиелинов колонку термостатировали при
35°C, поток – 500 мкл/мин; использовали следу-
ющие подвижные фазы: фаза А – 1 мМ раствор
формиата аммония в воде + 0.1% (по объему) му-
равьиной кислоты, фаза Б – 1 мМ раствор фор-
миата аммония в метаноле + 0.1% (по объему) му-
равьиной кислоты (с 0 до 14 мин градиент фазы Б
от 75 до 100%, с 14 по 24 мин 100% фазы Б, с 24 до
26 мин градиент фазы Б от 100 до 75%, с 26 по
30 мин 75% фазы Б). Параметры источника иони-
зации и квадруполей: температура нагревателя
350°С, температура капилляра 300°С, поток рас-
пыляющего газа 50 arb (приборные единицы), по-
ток вспомогательного газа 15 arb, поток обдувоч-
ного газа 2 arb, напряжение на капилляре 3.5 кВ,
разрешение квадруполей Q1/Q3 1.2/1.2 Да, давле-
ние газа в ячейке соударений 2 мТорр.

При определении сфинганина и сфингозина
колонку термостатировали при 50°C, поток –
400 мкл/мин; использовали следующие подвиж-
ные фазы: фаза А – вода + 0.1% (по объему) мура-

вьиной кислоты, фаза Б – метанол + 0.1% (по
объему) муравьиной кислоты (с 0 до 0.7 мин 55%
фазы Б, с 0.7 до 6.7 мин градиент фазы Б от 55 до
100%, с 6.7 до 18 мин 100% фазы Б, с 18 до 20 мин
градиент фазы Б от 100 до 55%, с 20 по 25 мин 55%
фазы Б). Параметры источника ионизации и
квадруполей: температура нагревателя 340°C,
температура капилляра 300°C, поток распыляю-
щего газа 45 arb, поток вспомогательного газа
13 arb, поток обдувочного газа 2 arb, напряжение
на капилляре 3.5 кВ, разрешение квадруполей
Q1/Q3 1.2/1.2 Да, давление газа в ячейке соударе-
ний 2 мТорр.

На рис. 2 приведены примеры масс-хромато-
грамм, полученных при определении сфингози-
на, сфинганина и молекулярных видов сфинго-
миелинов и церамидов.

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью пакета программ SPSS версия
23.0. Количественные переменные представлены
в виде SE ± SD. Для всех количественных пере-
менных выполняли проверку на соответствие
нормальному распределению с использованием
теста Шапиро-Уилкса. Распределение всех коли-
чественных переменных отличалось от нормаль-
ного. Достоверность различий оценивали для
двух независимых выборок по критерию Манн-
Уитни, для трех и более – по критерию Крускал–
Уолли.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Измерение клинических параметров. У всех
групп больных измеряли уровни холестерина и
триглицеридов, которые в настоящее время рас-
сматриваются в качестве основных маркеров атеро-
склероза. Наблюдали резкие колебания уровней
этих липидов в крови индивидуальных пациентов с
различными видами осложнений атеросклеро-
за. Значения холестерина изменяются от 3.5 до
~20 единиц. Эти колебания могут отражаться на со-
держании отдельных классов сфинголипидов.

Определение молекулярных видов сфингомие-
линов. Рис. 3 иллюстрирует различия в содержа-
нии молекулярных видов сфингомиелинов при
разнообразных осложнениях ранней клиниче-
ской манифестации атеросклероза, включая дис-
липидемию, острый коронарный синдром, острое
нарушение мозгового кровообращения и перифе-
рический атеросклероз. Определили уровни содер-
жаний сфингомиелинов с длинами цепей жирных
кислот от С16 до С24 с насыщенными и одной двой-
ной связью. Более высокие уровни сфингмиелинов
с жирными кислотами С16:0, С18:0 и С20:0 зареги-
стрированы в плазме пациентов с диагнозами
дислипидемия, ОКС и ОНМК. Во всех случаях
сердечно-сосудистых патологий отмечено низкое
содержание сфингомиелинов С24:0 и С24:1.
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Рис. 2. Масс-хроматограммы сфингозина, сфинганина, сфингомиелина, церамида и соответствующих стандартов.
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Определение молекулярных видов церамидов.
В отличие от сфингомиелинов, длинноцепочеч-
ные церамиды (С24:0 и С24:1) в образцах плазмы
пациентов присутствуют в значительно большем
количестве по сравнению с короткоцепочечными
церамидами (рис. 4). Можно предположить, что в
случае развития атеросклероза проапоптотиче-
ские церамиды генерируются именно из молекул
cфинголипидов, содержащих длинные углерод-
ные цепи. Известно [15], что окислительный
стресс ассоциирован именно с увеличением уров-
ня длинноцепочечных церамидов. Выявлены
прямые корреляции уровня холестерина крови и
церамидов С24:0 и С24:1. Уровни гексозилцера-
мидов практически одинаковы для всех типов
ССЗ (рис. 5).

Установлено, что содержание общих сфинго-
липидов и церамидов в окисленных ЛНП суще-
ственно выше, что может служить подтверждением
роли сфинголипидов в дестабилизации атероскле-
ротической бляшки и формировании обострения
ИБС и других заболеваний [10].

Определение сфингозина и сфинганина. Наблю-
даемая динамика сфингозина при разных ослож-
нениях атеросклероза может свидетельствовать о
его активном участии в течении этих заболева-
ний. Больные с отягощенным семейным анамне-
зом имели более высокий уровень сфингозина,
однако уровень сфинганина при этом был очень
низким и практически одинаковым при всех ти-
пах ССЗ. Вероятно, эти липиды не участвуют в
исследуемом патологическом процессе (рис. 6).

Установили связь накопления сфингозина со сте-
пенью клинической вероятности семейной ги-
перлипидемии, т.е. тяжестью заболевания. Как
видно из табл. 1, уровень сфингозина у пациентов
с отягощенным семейным анамнезом атероскле-
роза повышен. Участие сфингозина в патогенезе
ССЗ установлено нами впервые; повышение его
уровня в плазме пациентов с наследственными
формами дислипидемии может быть использова-
но в качестве маркера риска развития ИБС у та-
ких пациентов. Табл. 1 также демонстрирует кор-
реляции между уровнем классических липидов и
сфингозина у пациентов с отягощенными и не-
отягощенными семейными анамнезами. Обра-
щает на себя внимание тот факт, что прямая кор-
реляция между уровнем холестерина ЛНП и
сфингозина, выявленная в целом по группе,
сильнее проявляется у пациентов с отягощенным
семейным анамнезом (r = 0.536, p = 0.022). На-
копление сфингозина может отражать его спо-
собность активировать процессы пероксидного
окисления [38] и агрегации Cu2+-пероксидных
везикул, ускоряя процессы окисления ЛНП, де-
лая их более атерогенными. Сфинганин также ак-
тивирует процессы пероксидного окисления [38].
В нашем исследовании у пациентов с установлен-
ной семейной дислипидемией отмечали суще-
ственное повышение уровня сфингозина. Уро-
вень сфинганина у пациентов с низкой и высокой
вероятностью семейной гиперлипидемии досто-
верно не отличался. Таким образом, сфингозин
может участвовать в патогенезе семейной дисли-

Рис. 3. Различия в уровнях молекулярных видов сфингомиелинов при разнообразных осложнениях ранней клиниче-
ской манифестации атеросклероза.
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пидемии и служить новым маркером сердечно-
сосудистых заболеваний.

* * *

В ряде зарубежных клиник уже в течение более
десяти лет проводят определение уровня сфинго-
липидов в плазме крови в качестве маркеров для

ранней диагностики ишемии сердца и гиперто-
нии у людей. Некоторые маркеры из числа сфин-
голипидов могут быть прогностически более зна-
чимыми, чем классические маркеры. Так, сфин-
гозин-1-фосфат оказался более четким маркером
периферического атеросклероза, чем уровень хо-
лестерина ЛВП. Следует отметить, что интерес к
роли липидов в развитии различных патологий,

Рис. 4. Различия в уровнях молекулярных видов церамидов при разнообразных осложнениях ранней клинической ма-
нифестации атеросклероза.
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включая сердечно-сосудистые, возрос не только в
связи с определяющей ролью липидов в патоге-
незе этих заболеваний, но и благодаря развитию
метода масс-спектрометрии и его успешному
применению в липидологии и, в частности, в
сфинголипидологии. Применение метода масс-
спектрометрии способствовали развитию нового
направления в кардиологии – кардиолипидоло-
гии. Проведены пилотные липидомные исследо-
вания материала атеросклеротических бляшек
человека, а также липидома плазмы крови при
ИБС, инфаркте миокарда, гипертонической бо-
лезни и т.д. В отечественных клиниках такие ис-
следования пока не ведутся. Мы полагаем, что
применение современных методов анализа липи-

дома при ССЗ будет способствовать более успеш-
ному лечению этих заболеваний.

В настоящей работе впервые методом ЖХ-МС
исследованы новые маркеры семейной гиперхо-
лестеренемии из числа сфинголипидов. Опреде-
лены молекулярные виды сфингомиелинов, це-
рамидов гексозилцерамидов и сфингоидных ос-
нований (сфингозина, сфинганина) в плазме крови
пациентов с различными видами ССЗ. Показано,
что больные с определенной/вероятной СГЛ имели
достоверно более высокий уровень сфингозина по
сравнению с больными с низкой клинической ве-
роятностью СГЛ (144.36 ± 107.863 нг/мл и 50.14 ±
± 62.409 нг/мл, р = 0.01). У больных с семейной СГЛ
отмечено увеличение доли длинноцепочечного

Рис. 6. Различия в уровнях сфингоидных оснований (сфингозина и сфинганина) при разнообразных осложнениях
ранней клинической манифестации атеросклероза.
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Таблица 1. Уровень липидов и сфингоидных оснований у пациентов с различной клинической вероятностью се-
мейной гиперлипидемии

Примечание: СГХС – семейная гиперхолестеринемия, ОХС – общий холестерин, ЛНП – липопротеиды низкой плотности,
ЛВП – липопротеиды высокой плотности, ТГ – триглицериды.

Параметр Низкая вероятность 
СГХС (n = 10)

Возможная
вероятность

СГХС (n = 22)

Вероятная/
определенная СГХС 

(n = 3)
p

ОХС, мМ 6.7 ± 0.6 8.0 ± 1.7 12.00 ± 5.3 0.006
ЛНП, мМ 4.3 ± 0.4 5.4 ± 1.0 7.2 ± 1.4 0.001
ЛВП, мМ 1.5 ± 0.4 1.4 ± 0.4 1.2 ± 0.6 0.713
ТГ, мМ 1.8 ± 1.1 2.4 ± 3.2 5.8 ± 6.1 0.240
Сфингозин, нг/мл 50.1 ± 62.4 83.6 ± 70.8 144.4 ± 107.9 0.051

0.010
Сфинганин, нг/мл 0.8 ± 0.4 0.9 ± 0.6 1.7 ± 1.4 0.142
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сфингомиелина SM18:1/22:0, а также выявлено су-
щественное увеличение уровня церамидов с длин-
ной углеродной цепью (С20:1 и С22:1). Установле-
ны значимая прямая корреляция уровня ЛПН и
сфингозина (r = 0.344, p = 0.047) и значимые об-
ратные корреляции уровня ЛВП и сфинганина
(r = –0.52, p = 0.002) и галактозилцерамида (r =
= –0.56, p = 0.001). Таким образом, у больных с
высокой клинической вероятностью СГЛ повы-
шен уровень сфингозина, обладающего проапо-
птотическими свойствами, который может рас-
сматриваться в качестве маркера дополнительно-
го риска сердечно-сосудистых осложнений.
Уточнение механизмов ускоренного развития
атеросклероза, исследование роли наследствен-
ных факторов может в этой ситуации позволить
совершенствовать персонифицированный под-
ход к ведению таких больных и улучшить резуль-
таты их лечения. Учитывая отсутствие данных о
популяционных частотах известных наследствен-
ных нарушений липидного обмена в Российской
Федерации, данное исследование позволит пред-
ложить новые критерии для выявления ранних
признаков семейной гиперхолестеренемии, ис-
пользуя в качестве маркеров уровень сфингозина и
церамидов. Кроме того, появится возможность об-
наружить новые лекарственные мишени из числа
белков – участников сфинголипидного метаболиз-
ма и создать основу для разработки новых лекар-
ственных средства для предупреждения и лечения
сердечно-сосудистых заболеваний, которые могут
быть более эффективными, чем используемые в
настоящее время статины.

Работа выполнена за счет средств гранта
РФФИ 19-04-00870А “Сфинголипидомный анализ
маркеров сердечно-сосудистых заболеваний”.
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В настоящее время микроРНК привлекают повышенное внимание исследователей как перспектив-
ные маркеры различных заболеваний человека. В данной работе представлен гетерогенный хеми-
люминесцентный метод количественного определения онкомаркера микроРНК-141, основанный
на бесферментной амплификационной реакции, получившей название каталитическая сборка
шпилек (КСШ). Для дополнительного повышения чувствительности метода применена детектиру-
ющая система с двойной амплификацией сигнала, включающая применение конъюгата стрептави-
дина с полипероксидазой хрена и реакции усиленной хемилюминесценции. Благодаря примене-
нию стратегии тройной амплификации метод характеризуется высокой чувствительностью и низ-
ким пределом обнаружения. Найдено, что данный метод определения микроРНК-141 за счет
применения КСШ характеризуется высокой специфичностью. Указанные особенности метода поз-
воляют надеяться на его успешное применение в клинической диагностике.

Ключевые слова: микроРНК, изотермическая амплификация нуклеиновых кислот, метод каталити-
ческой сборки шпилек.
DOI: 10.31857/S0044450222040053

МикроРНК – это эндогенные короткие (17–25
нуклеотидов) РНК-олигонуклеотиды, осуществ-
ляющие регуляцию экспрессии генов животных и
растений [1]. Большой интерес вызывают также
вирусные микроРНК [2, 3]. Исследования по-
следних лет показали, что при широком спектре
заболеваний регистрируются изменения концен-
трации микроРНК в тканях, клетках и биологиче-
ских жидкостях (кровь, моча, слюна и т.д.) [4–6].
При исследовании различных онкологических
патологий экспериментально продемонстриро-
вана вариативность уровня ряда микроРНК у
больных [7–9]. Модифицированный профиль
экспрессии микроРНК отмечен также у больных
с сердечно-сосудистыми заболеваниями [10, 11] и
болезнями нервной системы [12]. Хотя такого ро-
да исследования только “набирают свои оборо-
ты”, уже сейчас очевидна значимость определе-
ния микроРНК при ранней диагностике заболе-
ваний человека.

Подводя итог, можно отметить особую акту-
альность исследований по разработке новых ме-
тодов определения микроРНК. Такие методы ос-

новываются на реакции гибридизации нуклеино-
вых кислот и могут быть подразделены на
гомогенные и гетерогенные. Хотя гомогенные
методы занимают меньше времени и проще в ис-
полнении, гетерогенные методы характеризуют-
ся более высокими чувствительностью и специ-
фичностью и в связи с этим применяются чаще.
Различные материалы, такие как наночастицы
металлов, магнитные частицы, углеродные нано-
трубки, стекла с различными покрытиями и мик-
ропланшеты используются в качестве твердых
носителей в гетерогенных методах определения
микроРНК [13–16].

Следует заметить, что концентрация мик-
роРНК в биологических объектах крайне низкая
(в фемто-пикомолярном концентрационном
диапазоне) [17, 18], и их определение в клиниче-
ских образцах является нетривиальной задачей.
Первые попытки конструирования методов опре-
деления микроРНК без применения их амплифи-
кации привели к тому, что такие методы оказа-
лись низкочувствительными [19–21]. Введение в
схему анализа амплифицирующего(их) этапа(ов)
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позволило резко повысить чувствительность
определения микроРНК. В первую очередь здесь
необходимо отметить полимеразную цепную ре-
акцию с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР),
широко используемую для копирования последо-
вательности РНК. Метод ОТ-ПЦР считается “зо-
лотым стандартом” среди методов определения
микроРНК, в связи с чем часто используется для
подтверждения данных, полученных другими ме-
тодами [16]. Однако этот метод неидеален и не
лишен ряда недостатков, связанных, в первую
очередь, с необходимостью варьировать темпера-
туру при проведении анализа, что требует исполь-
зования дорогостоящего оборудования. Допол-
нительным недостатком этого метода является
синтез довольно большого числа неспецифиче-
ских продуктов, осложняющий интерпретацию
результатов определения [22, 23]. Кроме того, при
копировании микроРНК в ОТ-ПЦР из-за не-
большой длины последовательностей микроРНК
требуется проведение дополнительных стадий
для ее увеличения, что усложняет определение
[14, 15]. Указанные недостатки метода ОТ-ПЦР
требуют поиска альтернативных способов ампли-
фицирования микроРНК.

В настоящее время активно развиваются изо-
термические методы амплификации [16, 24, 25].
Известно, что в некоторых изотермических мето-
дах амплификации используются ферменты, а в
других не применяются. Получение ложноотри-
цательных и ложноположительных результатов
при определении микроРНК многие авторы свя-
зывают с применением ферментов. Более того,
изотермические методы амплификации, не тре-
бующие ферментов, обычно дешевле и проще в
исполнении.

Наиболее известным бесферментным методом
изотермической амплификации является метод
каталитической сборки шпилек (КСШ) [26]. Вы-
сокая эффективность, простота и экономичность
данного метода – неоспоримые его преимуще-
ства. Описано определение олигонуклеотидных
аналитов, основанное на амплификационном
КСШ, с различными методами детектирования
[27–30].

Выше отмечено, что одним из главных требо-
ваний к методам определения микроРНК являет-
ся низкий предел обнаружения. Именно на этой
задаче фокусируется внимание большинства ис-
следователей. Известно, что различие в уровнях
экспрессии микроРНК в норме и при патологии
часто невелико [31], что еще раз подтверждает
справедливость требования к высокой чувстви-
тельности методов определения микроРНК.

В настоящей работе описан чувствительный и
специфичный метод определения микроРНК-141
(маркер нескольких типов онкологических забо-
леваний [32]), основанный на реакции КСШ, ис-

пользуемой для амплификации микроРНК. Для
повышения чувствительности детектирующая
система метода включала реакцию усиленной хе-
милюминесценции и применение конъюгата
стрептавидина, ковалентно связанного с полипе-
роксидазой хрена.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и реагенты. Люминол х. ч. (чистота
97%), 4-морфолинопиридин х.ч. (чистота 97%),
Твин 20 ос. ч., казеин х. ч. и трис-HCl ос. ч. (чи-
стота >99.9%) (Sigma-Aldrich Chemical Co.,
США); пероксид водорода ос.ч. (Н2О2, 30%)
(Химмед, Россия). Антитела против флуоресцеи-
на (Флу) приобретали в “Биалекса” (Россия).
3-(10'-Фенотиазинил)пропионовую кислоту син-
тезировали как описано в работе [33]. Концентра-
цию H2O2 определяли спектрофотометрическим
методом (ε240 = 43.6 M–1 см–1). Требуемые разве-
дения H2O2 проводили в день использования.
Применяли конъюгат стрептавидина с полипе-
роксидазой хрена (SA-PolyHRP80) (SDT GmbH,
Германия); 96-луночные черные полистирольные
микропланшеты (с высокой сорбционной способ-
ностью) (Corning, США). Все микроРНК и ДНК-
олигонуклеотиды синтезированы в ООО “Синтол”
(Россия).

Иммобилизация антител против флуоресцеина
на поверхности планшета. В лунки планшета вно-
сили по 50 мкл раствора антител против флуорес-
цеина (6 мкг/мл), растворенных в 50 мМ карбо-
натном буферном растворе с pH 9.5, и инкубиро-
вали в течение ночи при 4°C. После трехкратной
промывки планшета с помощью 10 мМ трис-HCl
с 300 мМ NaCl, pH 7.2 (ТБС), поверхность лунок
обрабатывали 100 мкл раствора казеина (1 мг/мл в
ТБС) в течение 1 ч при 37°C. Далее лунки план-
шета промывали трижды ТБС с 0.05% Твин 20
(ТБСТ), высушивали на воздухе и хранили в холо-
дильнике при 4°C.

Определение микроРНК-141. Перед использо-
ванием растворы зондов Ш1 и Ш2 с концентра-
цией 100 нМ в ТБС нагревали до 88°C в течение
15 мин, после чего охлаждали при комнатной
температуре в течение 1 ч как описано ранее [34].
Затем 50 мкл 30 нМ зонда Ш1 в ТБС вносили в
лунки планшета с иммобилизованными антите-
лами против флуоресцеина. После инкубации в
течение 1 ч при 37°C, лунки планшета промыва-
ли ТБСТ, после чего в лунки вносили по 50 мкл
раствора микроРНК-141 (0–100 пМ) и зонда Ш2
(1–5 нМ) в ТБС, содержащем 0–600 мМ NaCl.
Инкубацию проводили в течение 30–120 мин при
25°C. После отмывки планшета ТБСТ в лунки
вносили по 50 мкл раствора конъюгата стрепта-
видина с полипероксидазой хрена (разведение
1 : 200000) в ТБС с 1 мг/мл казеина. Данную реак-
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цию проводили в течение 1 ч при 37°C. После от-
мывки планшета ТБСТ в лунки вносили по
100 мкл свежеприготовленного субстратного рас-
твора пероксидазы (80 мМ трис-HCl, pH 8.3,
0.17 мМ люминол, 8.75 мM 4-морфолинопириди-
на, 2.1 мM 3-(10'-фенотиазинил)пропионовая
кислота и 1.75 мM H2O2 [35]). Интенсивность хе-
милюминесценции регистрировали при комнат-
ной температуре с помощью микропланшетного
люминометра SpectraMax L (Molecular Devices,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Дизайн метода определения микроРНК-141.

Для проведения гетерогенного определения мик-
роРНК-141 зонд Ш1 иммобилизовали на поверх-
ности полистирольного планшета. Для этого зонд
Ш1, модифицированный с 3'-конца флуоресцеи-
ном, взаимодействовал с антителами против флу-
оресцеина, предварительно сорбированными в
лунках планшета. К иммобилизованному Ш1 в
лунки планшета добавляли микроРНК-141 и зонд
Ш2, модифицированный с 3'-конца биотином.
Химические структуры используемых шпилек
(Ш1-Флу и Ш2-биотин, рис. 1) смоделированы
согласно теории реакции КСШ [26, 36]. В про-
цессе протекания данной реакции происходила
амплификация аналитического сигнала, напря-
мую зависящего от концентрации микроРНК-141
в реакционной среде. На первом этапе амплифи-
кационного цикла молекула аналита за счет ком-

плементарного взаимодействия реагировала с
зондом Ш1 (рис. 2). При этом происходил пере-
ход Ш1 из закрытой в открытую конформацию с
одновременным освобождением последователь-
ности, ранее формировавшей стебель шпильки.
Освобожденная последовательность способна
гибридизоваться с зондом Ш2-биотин, в резуль-
тате чего происходило вытеснение аналита из
дуплекса. Высвобождение молекулы аналита поз-
воляет ей запустить следующий аналогичный
цикл амплификации. В конечном счете одна моле-
кула микроРНК приводила к появлению на поверх-
ности лунки большего числа дуплексов Ш1–Ш2.
Следует подчеркнуть, что в отсутствие микроРНК-
141 шпильки не должны взаимодействовать друг с
другом.

Так как сформированные дуплексы содержали
в своей структуре биотин, для оценки их концен-
трации использовали систему двух последова-
тельных реакций, а именно: (1) реакцию с конъ-
югатом стрептавидина и полипероксидазы и
(2) реакцию усиленной хемилюминесценции с
использованием фенотиазиновых усилителей.
Следует отметить, что данная стратегия детекти-
рования биотинилированных олигонуклеотидов
была нами разработана ранее и показала себя как
чрезвычайно чувствительная [37, 38], что являет-
ся необходимым условием при разработке методов
определения микроРНК, находящихся в биологи-
ческих образцах в следовых количествах [17, 18].

Рис. 1. Вторичная структура шпилечных олигонуклеотидов Ш1-Флу и Ш2-биотин, используемых в каталитической
сборке шпилек. Точками обозначены контакты комплементарных нуклеотидов. Изображение структур получено на
сервере UNAFold.

Ш1-флу Ш2-биотин

5' Флу Биотин
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Оптимизация условий детектирования мик-
роРНК-141. Ранее показано [39], что для получе-
ния максимального сигнала иммобилизацию
Ш1-Флу на планшете следует проводить при кон-
центрации зонда, равной 30 нМ. При данной
фиксированной концентрации зонда Ш1 варьи-
ровали концентрацию зонда Ш2 в реакционном
растворе. С изменением концентрации зонда Ш2
в интервале 1–5 нМ получили набор градуиро-
вочных кривых для определения микроРНК-141.
При этом найдено, что при увеличении концен-
трации зонда Ш2 зависимость интенсивности ре-
гистрируемой хемилюминесценции имеет выра-
женный оптимум, который наблюдался при про-
ведении КСШ с использованием 3 нМ зонда Ш2
(рис. 3). Также отмечено, что повышение кон-
центрации зонда Ш2 приводит к резкому пони-
жению величины предела обнаружения, рассчи-
танной по методу 3σ. Таким образом, в дальней-
ших исследованиях концентрация зонда Ш2
составила 3 нМ.

Известно, что конформация олигонуклеоти-
дов и эффективность их взаимодействия сильно
зависят от солевого состава среды. В связи с этим
изучили влияние концентрации NaCl на величи-
ны аналитических параметров разрабатываемого
метода анализа. Так, при проведении реакции ам-
плификации в 10 мМ трис-HCl c pH 7.2 значение
сигнала во всем использованном диапазоне кон-
центрации аналита практически не превышает
значение фона, т.е. в отсутствие NaCl реакция
КСШ с использованием зондов Ш1 и Ш2 не про-
текает. По мере увеличения концентрации NaCl

наблюдали повышение величины регистрируе-
мого сигнала, который достигал максимального
значения при концентрации NaCl 300 мМ
(рис. 4). В то же время кривая зависимости преде-
ла обнаружения микроРНК-141 от концентрации
NaCl имеет экстремум, при этом его значение ми-
нимально при использовании 10 мМ буферного
раствора трис-HCl c pH 7.2, содержащего 300 мМ
NaCl (рис. 4).

Таким образом, оптимизация условий опреде-
ления микроРНК-141 показала, что гетерогенную
амплификационную реакцию КСШ следует про-
водить в 10 мМ трис-HCl c pH 7.2, содержащем
300 мМ NaCl, при этом концентрация зонда Ш2 в
реакционном растворе должна составлять 3 нМ.

Аналитические параметры метода. Градуиро-
вочная зависимость интенсивности хемилюми-
несценции от концентрации микроРНК-141 в оп-
тимизированных условиях представляет собой
кривую (рис. 5), которая описывается уравнени-
ем f = y0 + a(1 – e–bx), где y0 = 2.4 × 105, a = 2.4 ×
× 107 и b = 4.3 × 10–3 (R2 = 0.9943). Следует отме-
тить, что градуировочные кривые подобного ха-
рактера описаны ранее для ряда аналитических
методов, основанных на применении КСШ [40,
41]. Предел обнаружения и диапазон определяе-
мых содержаний для разработанного метода со-
ставили 300 фМ и 1 пМ–100 пМ соответственно.
Данные значения близки к значениям аналогичных
параметров метода определения микроРНК-141 с
применением каталитической сборки шпилек с не-
комплементарным противостоянием нуклеоти-

Рис. 2. Схема хемилюминесцентного метода определения микроРНК-141, основанного на амплификационном мето-
де каталитической сборки шпилек. Ат – антитела к флуоресцеину, Флу – флуоресцеин, полиПХ – полипероксидаза
хрена.
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дов (Mismatched Catalytic Hairpin Assembly) в ка-
честве амплифицирующей реакции [34].

Анализ полученной кривой показал, что при
изменении концентрации микроРНК-141 в пре-
делах рабочего диапазона величина интенсивно-

сти хемилюминесценции возрастает в 5–6 раз.
В то же время для многих подобных амплифика-
ционных методов определения микроРНК [31,
41–44] аналогичный или даже менее выражен-
ный рост аналитического сигнала наблюдается

Рис. 3. Эффект концентрации зонда Ш2 в реакционном растворе на величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0)
(черные столбцы) и предел обнаружения (штрихованные столбцы) амплифицированного метода определения мик-
роРНК-141. Реакцию каталитической сборки шпилек проводили в 10 мМ трис-HCl c pH 7.2, содержащем 300 мМ NaCl
при 25°C в течение 1 ч. Величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0) рассчитывали как разницу между зарегистри-
рованными сигналами в присутствии (10 пМ микроРНК-141) и в отсутствие аналита.
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Рис. 4. Эффект концентрации NaCl в реакционном растворе на величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0) (чер-
ные столбцы) и предел обнаружения (штрихованные столбцы) амплифицированного метода определения мик-
роРНК-141. Реакцию каталитической сборки шпилек проводили в 10 мМ трис-HCl с pH 7.2, содержащем 300 мМ NaCl
при 25°C в течение 1 ч; [Ш2] = 3 нМ. Величину хемилюминесцентного сигнала (I – I0) рассчитывали как разница меж-
ду зарегистрированными сигналами в присутствии (10 пМ микроРНК-141) и отсутствие аналита.
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при варьировании концентрации аналита на 6–
7 порядков. Это указывает на высокую чувстви-
тельность разработанного нами метода.

Разработанный метод определения мик-
роРНК-141 характеризуется также высокой вос-

производимостью результатов. Как видно из
рис. 6, в пределах диапазона определяемых содер-
жаний значение относительного стандартного
отклонения аналитического сигнала  не пре-
вышает 5% и снижается с повышением концен-
трации аналита. Используя значения  и коэф-
фициент чувствительности метода S (тангенс угла
наклона касательной к градуировочной кривой),
рассчитали значения относительного стандарт-
ного отклонения результатов определения кон-
центрации аналита  [43]. Значения  так же

как и значения  c увеличением концентрации
микроРНК-141 понижаются (рис. 6).

Отметим, что высокая воспроизводимость ре-
зультатов определения аналита предложенным
методом напрямую связана с его высокой чув-
ствительностью. Так, значения  рассчитанные
по ранее опубликованным данным определения
микроРНК методом с низкой чувствительностью
(с рабочим диапазоном, охватывающим 6–7 по-
рядков величины концентрации аналита) [44, 45],
достигали 400% при концентрации аналита
10 пМ. При той же концентрации микроРНК-141
значение  для предложенного нами метода ока-
залось в восемь раз ниже.

Специфичность метода. Известно, что последо-
вательности различных микроРНК обладают вы-
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Рис. 5. Градуировочная кривая определения мик-
роРНК-141 планшетным хемилюминесцентным ме-
тодом, основанным на амплификационной реакции
каталитической сборки шпилек (n = 6). Реакцию
КСШ проводили в 10 мМ трис-HCl с pH 7.2, содержа-
щем 300 мМ NaCl при 25°C в течение 1 ч;
[Ш2] = 3 нМ.
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Рис. 6. Зависимости значений относительного стандартного отклонения сигнала (  черные столбцы) и относитель-
ного стандартного отклонения результатов определения концентрации микроРНК-141 (  заштрихованные столб-
цы), характеризующие основанный на применении каталитической сборки шпилек и конъюгата стрептавидина и по-
липероксидазы хемилюминесцентный метод, от концентрации аналита.
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сокой степенью гомологии [46], поэтому разраба-
тываемые методы анализа данных аналитов
должны быть высокоспецифичными. Для оценки
специфичности разработанного нами метода ис-
пользовали четыре микроРНК семейства мик-
роРНК-200, обладающих наиболее высокой го-
мологией с последовательностью микроРНК-141,
а именно микроРНК-200a, микроРНК-200b,
микроРНК-200c и микроРНК-429 [47]. Как вид-
но из рис. 7, кросс-реактивность разработанного
метода для микроРНК-200а и микроРНК-200b
составила лишь 7 и 5% соответственно. Для мик-
роРНК-200c и микроРНК-429 кросс-реактив-
ность еще ниже (менее 3%). Полученные резуль-
таты позволяют охарактеризовать предлагаемый
метод как высокоспецифичный. По-видимому,
высокая специфичность метода заложена в при-
менении КСШ, т. к. и другие методы с КСШ ха-
рактеризуются высокой специфичностью [24].

* * *
Таким образом, представлен высокочувстви-

тельный гетерогенный метод определения мик-
роРНК-141. Высокая чувствительность метода
обусловлена использованием стратегии тройной
амплификации сигнала, основанной на примене-
нии конъюгата стрептавидина с полипероксида-
зой и реакции усиленной хемилюминесценции в
сочетании с амплификационным методом КСШ.
Высокая чувствительность предложенного мето-
да в совокупности с высокой специфичностью
позволяют предположить, что он будет востребо-

ван для определения микроРНК в клинической
диагностике. Использование в данном методе
коммерчески доступных стандартизированных
микропланшетов делает его высокопроизводи-
тельным, а применение биоанализаторов для им-
муноферментного анализа позволяет его легко
автоматизировать.
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Разработан пьезоэлектрический иммуносенсор с распознающим слоем на основе магнитных угле-
родных нанокомпозитов для определения ципрофлоксацина. Рецепторное покрытие сенсора сфор-
мировано за счет воздействия магнитного поля на магнитные частицы, расположенные на поверх-
ности углеродных нанотрубок, модифицированных конъюгатом ципрофлоксацина. Методом ска-
нирующей электронной микроскопии установлены размеры магнитных частиц, входящих в состав
нанокомпозита. Показана зависимость массы распознающего покрытия от размера магнитных ча-
стиц на поверхности углеродных нанотрубок. Предложена ячейка детектирования с сенсором, рас-
положенным над неодимовым магнитом. Установлены аналитические характеристики иммуносен-
сора, предел обнаружения ципрофлоксацина составляет 2 нг/мл, линейный диапазон определяе-
мых содержаний – 5–400 нг/мл. Применение магнитных углеродных нанокомпозитов при
создании распознающего слоя позволяет сократить время подготовки сенсора к анализу с 24 до 1.5 ч
и продлить срок его службы. Сенсор апробирован для определения антибиотика в молоке и мясе.

Ключевые слова: пьезоэлектрический иммуносенсор, ципрофлоксацин, магнитный углеродный на-
нокомпозит, углеродные нанотрубки, магнитные наночастицы.
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Пьезоэлектрические иммуносенсоры положи-
тельно зарекомендовали себя в анализе пищевых
продуктов, объектов окружающей среды, биоло-
гических сред. Практически без предварительной
пробоподготовки удается осуществлять экспресс-
ное определение остаточных количеств лекарствен-
ных препаратов, пестицидов, природных токсинов
в различных пробах [1–3]. Аналитическим сигна-
лом гравиметрического пьезоэлектрического сен-
сора служит уменьшение частоты его колебаний,
вызванное увеличением массы распознающего
слоя вследствие образования иммунохимическо-
го комплекса на поверхности электрода [4, 5].
Низкомолекулярные соединения, как правило,
определяют в конкурентном формате иммуно-
анализа, основанном на предварительном введе-
нии в пробу фиксированного количества антител,
образующих в растворе с аналитом гомогенный
иммунокомплекс. Аналитический сигнал реги-
стрируют при контакте пробы, содержащей не-

связавшиеся антитела, с иммобилизованным на
поверхности сенсора белковым конъюгатом ана-
лита, сопровождающимся образованием гетеро-
генного иммунокомплекса.

Чувствительность гравиметрического пьезо-
электрического иммуносенсора определяется
концентрацией и пространственной доступно-
стью распознающих молекул на поверхности его
электрода. В последнее время при разработке
сенсоров применяют различные наноматериалы,
в частности, одностенные и многостенные угле-
родные нанотрубки (УНТ), способствующие
увеличению удельной поверхности распознаю-
щего слоя без существенного увеличения его
массы [6–8]. Более того, сенсоры на основе
УНТ могут быть функционализированы путем
сопряжения нескольких компонентов, что не
только потенциально усилит процессы распо-
знавания и передачи сигнала, но и существенно
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сократит стадию формирования распознающего
слоя [9, 10].

Обычно для получения распознающего по-
крытия пьезоэлектрического сенсора используют
многослойные способы [11, 12], способствующие
образованию устойчивых связей между металли-
ческим электродом и слоями модификаторов, что
является залогом многократного применения ре-
цепторного слоя в анализе. Однако процесс фор-
мирования распознающего покрытия пьезоэлек-
трического сенсора остается продолжительным,
и часто происходит его разрушение вследствие
разрыва связей с поверхностью металлического
электрода.

Значительная часть современных исследова-
ний по созданию биосенсоров – электрохимиче-
ских [13, 14] или оптических [15, 16] – посвящена
применению магнитных наночастиц (МНЧ).
Описано применение в электрохимических им-
муносенсорах магнитных наночастиц, скомби-
нированных с углеродными нанотрубками. Такие
нанокомпозиты уже зарекомендовали себя в ка-
честве эффективных сорбентов для извлечения и
концентрирования аналитов [17, 18]. Примене-
ние магнитных углеродных нанокомпозитов
(МУНК) открывает новые возможности в био-
сенсорике, позволяет существенно упростить
процедуру подготовки сенсора к анализу [19].
Применение МНЧ в пьезоэлектрических имму-
носенсорах пока ограничено [20, 21]. Тем не ме-
нее, комбинирование углеродных материалов с
высокой площадью поверхности, механической
прочностью, сверхнизкой массой, химической и
термической стабильностью со свойствами маг-
нитных наночастиц с пьезоэлектрическими сенсо-
рами обещает существенное увеличение чувстви-
тельности определения аналитов. Кроме этого, по-
является возможность создания распознающего
слоя сенсора под действием магнитного поля, что
может существенно сократить продолжительность
его формирования и обеспечить прочную связь с
поверхностью электрода сенсора. Важной стади-
ей разработки пьезоэлектрических сенсоров яв-
ляется выбор способа синтеза магнитных угле-
родных нанокомпозитов, влияющего на размер
МНЧ и, следовательно, на массу рецепторного
слоя, которая может лимитировать диапазон
определяемых содержаний и даже приводить к
срыву аналитического сигнала.

Цель настоящего исследования – разработка
пьезоэлектрического иммуносенсора на базе маг-
нитных углеродных нанокомпозитов для экс-
прессного определения в продуктах питания
остаточных концентраций ципрофлоксацина –
противомикробного препарата, широко приме-
няющегося в ветеринарии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и оборудование. Использовали сле-
дующе иммунореагенты: ципрофлоксацин (Цип),
левофлоксацин (Sigma-Aldrich, США), эноро-
флоксацин (AlpoVet Ltd., Кипр), тетрациклина
гидрохлорид, канамицина сульфат (Алмабион,
Россия), пенициллин G (Биохимик, Россия), бы-
чий сывороточный альбумин (БСА) (ПанЭко, Рос-
сия). Поликлональные антитела к ципрофлоксаци-
ну синтезированы по описанной ранее методике
[22] и получены от профессора С.А. Еремина (МГУ
им. М.В. Ломоносова).

В ходе исследования применяли следующие
реагенты: 30%-ный раствор H2O2, FeSO4⋅7H2O,
FeCl2⋅4H2O, FeCl3⋅6H2O, (NH4)2SO4, KH2PO4 и
NaH2PO4⋅12H2O (Реахим, Россия); 25%-ный рас-
твор аммиака, NaCl и KCl (База № 1 Химреакти-
вов, Россия). Перевод МУНК в дисперсное со-
стояние осуществляли с использованием диме-
тилформамида (ДМФ) (Sigma, Германия) и
Тритона X-100 (Sigma-Aldrich, США). Активацион-
ная смесь включала N-этил-N'-(3-диметилами-
нопропил)карбодиимида гидрохлорид (ЭДАК)
и N-гидроксисукцинимид (N-ГС) (Sigma-Aldrich,
США). Электроды сенсора очищали с применени-
ем соляной кислоты (ρ = 1.198 г/мл) (Реахим, Рос-
сия), ацетона и этанола (Quimica, Испания). Реге-
нерацию распознающего покрытия на поверхности
резонатора осуществляли 1 мМ раствором KCNS
(Реахим, Россия).

Для синтеза магнитных углеродных наноком-
позитов использовали многостенные углеродные
нанотрубки, полученные в Институте проблем
технологии микроэлектроники и особо чистых
материалов РАН (Черноголовка) методом газо-
фазного пиролиза этанола на поверхности нике-
левого катализатора при 550°С с последующей
окислительной модификацией УНТ посредством
кипячения в конц. HNO3 в течение 1.5 ч. Далее на-
нотрубки промывали водой и этанолом до рН 7 [23].

Для предотвращения агломерации МУНК ис-
пользовали ультразвуковую ванну (ПСБ-Галас,
Россия). Размер и форму магнитных наночастиц
на поверхности углеродных нанотрубок изучали
методом сканирующей электронной микроскопии
(СЭМ) на электронно-ионном микроскопе Scios 2
DualBeam Thermo Scientific (Thermo Fisher Scientif-
ic, США). В ходе пробоподготовки использовалась
лабораторная центрифуга (MPW-310, Польша).

Образование связей между конъюгатом ци-
профлоксацина и МУНК контролировали мето-
дом ИК-спектрометрии (ИК-Фурье спектрометр
Iraffinity-1 (Shimadzu, Япония)). ИК-спектры ре-
гистрировали после нанесения на подложку (пла-
стина монокристаллического кремния КЭС-0.01,
ПРОМТЕХ, Россия) 100 мкл исследуемого рас-
твора и высушивания в потоке теплого воздуха.
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В качестве сенсоров применяли пьезокварце-
вые резонаторы АТ-среза с собственной частотой
колебаний 10 МГц с золотыми электродами диа-
метром 8 мм на двух сторонах, полученными ме-
тодом магнетронного напыления (ЭТНА, Рос-
сия). Аналитический сигнал регистрировали на
измерительной установке CPNA-330 (ЭТНА,
Россия) после нанесения на распознающий слой
капли анализируемого раствора, промывания от
несвязавшихся компонентов и высушивания в
потоке воздуха до постоянной массы.

Массу покрытия рассчитывали по уравнению
Зауэрбрея [24]:

(1)

где ∆f – изменение частоты колебаний кристалла
кварца, Гц; f0 – собственная частота колебаний
кристалла, 10 МГц; ∆m – масса нанесенного на
электрод покрытия, г; А – площадь поверхности
электрода, 0.10066 см2.

Устойчивость биослоя оценивали по числу
циклов измерений (N), при котором аналитиче-
ский отклик сенсора не претерпевал значитель-
ного изменения (менее 5%).

Синтез магнитных углеродных нанокомпозитов.
В работе использовали МУНК, полученные раз-
ными способами:

Способ 1. Нанокомпозит МУНК 1 получали
путем иммобилизации магнитных наносфер
Fe3O4 на поверхности углеродных нанотрубок
по методике, описанной ранее [25]. Для синтеза
магнитных наночастиц Fe3O4 использовали
свежеприготовленные растворы хлоридов же-
леза(III) и (II) в соотношении 2 : 1, содержащие
11.7 г FeCl3⋅6H2O и 4.3 г FeCl2⋅4H2O. Смесь по-
мещали в колбу и интенсивно перемешивали в
течение 1 ч при 80°С в атмосфере аргона. Далее в
колбу вносили 20 мл 25%-ного раствора аммиака
до рН 10 и охлаждали. Удерживая частицы магни-
том, промывали их деионизованной водой и эта-
нолом до рН 7, высушивали в сушильном шкафу
при 60°С до сухого остатка.

Магнитный углеродный композит МУНК 1
получали в результате смешения 200 мг наноча-
стиц Fe3O4 и 100 мг УНТ с 30 мл деионизованной
воды. Раствор перемешивали при комнатной
температуре в течение 30 мин. Образующийся
магнитный наноматериал удерживали с помо-
щью магнита, надосадочную жидкость осторож-
но сливали, после чего нанокомпозит дважды
промывали деионизованной водой. Смесь высу-
шивали под ИК-лампой.

Способ Фентона. Магнитный углеродный ком-
позит по модифицированному методу Фентона
[26] получали путем синтеза магнитных частиц
Fe2O3 непосредственно на поверхности углерод-

2 6
02.3 10  ,f mf
A

− ΔΔ =

ных нанотрубок. Для приготовления раствора
Фентона УНТ массой 0.15 мг вносили в 7.5 мл
0.5 М раствора FeSO4 и тщательно перемешивали
в течение 10 мин до образования суспензии. Да-
лее добавляли 37.5 мл 30%-ного раствора Н2О2,
тщательно перемешивали и оставляли на 12 ч.
Надосадочную жидкость осторожно сливали и
упаривали смесь при 80°С досуха.

Способ 2. Синтез магнитных углеродных нано-
композитов МУНК 2 осуществляли по методу
Фентона, однако концентрацию сульфата железа
уменьшали в четыре раза (  = 0.125 М).

Перевод магнитных углеродных нанокомпозитов
в дисперсное состояние осуществляли следующи-
ми способами: 1 мг МУНК вносили в 1 мл ДМФ
(способы А и Б) или в 1 мл 1%-ого водного рас-
твора Тритона X-100 (способ В) и проводили уль-
тразвуковую обработку в течение 1 ч (способы А и
В) или 2 ч (способ Б), нагревая до 90°С в течение
первых 15 мин.

Синтез белкового конъюгата ципрофлоксацина.
Конъюгат ципрофлоксацина с бычьим сыворо-
точным альбумином (Цип-БСА) синтезировали
карбодиимидным методом: 5 мг БСА и 2 мг ци-
профлоксацина растворяли в 2.5 мл дистиллиро-
ванной воды и добавляли 30 мг ЭДАК. Реакцион-
ную смесь выдерживали 4 ч при комнатной тем-
пературе, а затем 16 ч при 4°С. Очистку конъюгата
осуществляли путем диализа смеси против ди-
стиллированной воды в течение 4 сут, меняя воду
каждые 24 ч.

Формирование иммуноаффинного слоя. Пред-
варительно активировали карбоксильные группы
на поверхности МУНК смесью, полученной рас-
творением 2.5 мг ЭДАК и 5 мг N-ГС в 200 мкл 1%-
ного водного раствора Тритона X-100.

Для иммобилизации белковых молекул Цип-
БСА на поверхности МУНК к 10 мкл дисперсии
МУНК в 1%-ном водном растворе Тритона X-100
добавляли 10 мкл активационной смеси и остав-
ляли на 20 мин при комнатной температуре. Да-
лее в систему вводили 10 мкл раствора конъюгата
Цип-БСА фиксированной концентрации и
оставляли на 10–12 ч при 4°С для получения
устойчивого нанокомпозита МУНК/Цип-БСА.

Перед формированием слоя МУНК/Цип-БСА
поверхность электрода сенсора последовательно
очищали 1 М HCl, ацетоном и этанолом. Сенсор
помещался в ячейку детектирования над неоди-
мовым магнитом (рис. 1), наносили 2 мкл раство-
ра МУНК/Цип-БСА, оставляли на 90 мин на воз-
духе при комнатной температуре, после чего про-
мывали сенсор 200 мкл дистиллированной воды
для удаления несвязавшихся компонентов и вы-
сушивали в потоке теплого воздуха.

Селективность сенсора оценивали по коэффи-
циентам перекрестного реагирования (ПР, %):

4FeSOc
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(2)

где ∆fМеш, ∆fЦип – аналитический сигнал сенсора
при определении мешающего соединения и ци-
профлоксацина соответственно, Гц.

Пробоподготовка. К 10 мл молока, предвари-
тельно разбавленного в три раза дистиллированной
водой, добавляли 5 мл этанола и 2 мл насыщенного
раствора сульфата аммония и подвергали цен-
трифугированию в течение 3 мин (скорость
7000 об/мин). Экстракт использовали для анализа.

К 1 г измельченной мышечной ткани (свини-
на) добавляли 20 мл фосфатного буферного рас-
твора (рН 7.2), тщательно перемешивали, встря-
хивали в течение 1 ч и центрифугировали в тече-
ние 10 мин на скорости 6000 об./мин. Экстракт
использовали для анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Формирование распознающего слоя пьезоэлек-

трического иммуносенсора на основе магнитных уг-
леродных нанокомпозитов. На массу и устойчи-
вость распознающего слоя пьезоэлектрического
гравиметрического сенсора на основе МУНК су-
щественное влияние оказывает размер магнит-
ных частиц на поверхности углеродных нанотру-
бок. Использование нанокомпозита с МНЧ
слишком большого размера приводит к чрезмер-
ному утяжелению рецепторного покрытия, что
сопровождается срывом аналитического сигнала
сенсора. В то же время отмечено [27], что частицы
размером в несколько десятков нанометров про-
являют хорошие магнитные свойства, что обеспе-
чивает высокую устойчивость рецепторного слоя,
формируемого под действием магнитного поля. В
данной работе размер магнитных наночастиц на
поверхности углеродных нанотрубок устанавли-

( ) Меш ЦипПР % 100,( )f f= Δ Δ ×

вали методом сканирующей электронной микро-
скопии, а методом пьезокварцевого микровзве-
шивания контролировали массу слоя МУНК, по-
лученных различными способами.

Установлено, что в составе МУНК 1 (способ 1)
присутствуют магнитные частицы сферической
формы диаметром 64 ± 5 нм, равномерно распре-
деленные на поверхности углеродных нанотрубок
(рис. 2а). Применение метода Фентона, описан-
ного в работе [26], приводило к формированию на
поверхности УНТ близко расположенных маг-
нитных частиц кубической формы с широким
распределением по размерам (298 ± 117 нм),
что объясняется применением при синтезе силь-
ного окислителя H2O2, а также избыточной
концентрацией ионов OH– относительно ионов
Fe2+ [28]. Уменьшение концентрации ионов же-
леза в четыре раза (способ 2) способствовало по-
лучению наночастиц диаметром 80 ± 18 нм с фор-
мой, близкой к сферической (рис. 2б).

Методом пьезокварцевого микровзвешивания
оценивали влияние размера наночастиц и спосо-
ба перевода нанокомпозита в дисперсное состоя-
ние на массу слоя на поверхности сенсора (табл. 1).
Во всех случаях масса слоя на основе МУНК 2 ни-
же, несмотря на больший диаметр МНЧ, что, ве-

Рис. 1. Ячейка детектирования пьезоэлектрического
сенсора на основе магнитных углеродных наноком-
позитов.
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Рис. 2. СЭМ-изображения МУНК 1 (а), МУНК 2 (б).
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роятно, связано с менее плотным расположением
магнитных частиц на поверхности углеродных
нанотрубок, приводящим к уменьшению количе-
ства закрепляемого на сенсоре наноматериала.

На массу слоя МУНК существенное влияние
оказывает также способ перевода нанокомпозита
в дисперсное состояние. Так, применение спосо-
бов А и Б приводит к получению более тяжелого
покрытия сенсора, что объясняется недостаточ-
ной смачиваемостью МУНК диметилформами-
дом, сопровождающейся агрегацией частиц и об-
разованием неоднородного слоя. Суспензии на
основе Тритона X-100 демонстрируют более вы-
сокую стабильность, что связано с наличием в
структуре последнего гидрофобных (4-трет-ок-
тилфенол) групп, за счет которых поверхностно-
активные вещества адсорбируются на поверхно-
сти УНТ, и гидрофильных фрагментов (из остат-
ков оксида этилена), обеспечивающих хорошую
смачиваемость наноматериала водой.

Для определения ципрофлоксацина в конку-
рентном формате иммуноанализа на поверхности
магнитных углеродных нанотрубок после предва-
рительной активации карбоксильных групп рас-
твором ЭДАК и N-ГС проводили иммобилиза-
цию Цип-БСА и формировали распознающий
слой сенсора под действием магнитного поля
ниодимового магнита. Общий процесс формиро-
вания распознающего покрытия на основе маг-
нитных углеродных нанокомпозитов можно
представить в виде схемы, приведенной на рис. 3.

Методом ИК-спектроскопии изучали структу-
ру распознающего слоя пьезоэлектрического им-
муносенсора на основе магнитных углеродных
нанокомпозитов. Для выявления связей, образу-
ющихся между отдельными компонентами и
установления функциональных групп, отвечаю-
щих за данное взаимодействие, сравнивали ИК-
спектры МУНК, Цип-БСА, и МУНК/Цип-БСА
(рис. 4). Уширение и сдвиг пика карбоксильных
групп в спектре МУНК/Цип-БСА относительно
спектра МУНК с 1740 до 1760 см–1 свидетельству-
ет об их участии в образовании связей. Смещение
положения и расширение пика аминогрупп в спек-
тре МУНК/Цип-БСА (3345–3300 см–1) по отноше-
нию к спектру Цип-БСА (3300 см–1) подтверждает
участие NH2-группы в формировании связей между
Цип-БСА и карбоксильными группами МУНК.

Таблица 1. Зависимость массы слоя на основе магнит-
ных углеродных наноматериалов от размера магнит-
ных наночастиц и способа перевода магнитных угле-
родных нанокомпозитов в дисперсное состояние

Способ 
перевода 

в дисперсное 
состояние

МУНК 1 МУНК 2

∆m, мкг sr ∆m, мкг sr

А 6.8 ± 2.6 0.24 5.6 ± 2.6 0.29
Б 4.2 ± 1.1 0.17 2.7 ± 1.6 0.36
В 1.9 ± 0.1 0.01 0.7 ± 0.1 0.05

Рис. 3. Формирование распознающего покрытия сенсора на основе магнитных углеродных нанокомпозитов МУНК 1
и МУНК 2.
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Кроме того, об участии Тритона X-100 в образова-
нии устойчивой суспензии свидетельствует
уменьшение интенсивности пиков –С–Н (3030
см–1) и –СН3 (2970 см–1) в спектре МУНК/Цип-
БСА по сравнению со спектром МУНК, что объ-
ясняется способностью Тритона X-100 образовы-
вать с молекулами белков комплексы с сохране-
нием их активности и строения.

Разработка методики определения ципрофлок-
сацина с помощью пьезоэлектрического иммуно-
сенсора. На аналитические характеристики пье-
зоэлектрического сенсора существенно влияет
концентрация конъюгата Цип-БСА, определяю-
щая количество активных сайтов связывания на
поверхности пьезоэлектрического сенсора. Вы-
бор рабочей концентрации конъюгата ципрофлок-
сацина осуществляли по максимуму на графике за-
висимости аналитического сигнала сенсора от кон-
центрации Цип-БСА (рис. 5). Для МУНК 1 она

составила 0.25 мМ, для МУНК 2 – 0.43 мМ, что объ-
ясняется различным количеством магнитного угле-
родного нанокомпозита, закрепленного на поверх-
ности сенсора под действием магнитного поля
(коррелирует с данными табл. 1) и, следователь-
но, с концентрацией биомолекул, связанных
с ним.

Концентрацию антител, соответствующую
50%-ному связыванию с активными центрами
покрытия, определяли на линейном участке зави-
симости аналитического сигнала от разбавления
антител (рис. 6). Разбавление антител для магнит-
ного композита МУНК 1 составило 14/86, для
МУНК 2 – 20/80.

Установлены характеристики пьезоэлектриче-
ского сенсора с распознающим слоем на базе раз-
личных видов МУНК (табл. 2). Наибольшим диа-
пазоном определяемых содержаний характеризу-
ется сенсор с покрытием на основе МУНК 1.

Рис. 4. Изучение образования связи при формировании распознающего слоя методом ИК-спектрометрии: 1 –
МУНК, 2 – Цип-БСА, 3 – МУНК/Цип-БСА.
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Таблица 2. Сравнение характеристик пьезоэлектрических иммуносенсоров с распознающим покрытием на ос-
нове магнитных углеродных нанокомпозитов

Особенности 
формирования 

подложки

сmin, 
нг/мл

Диапазон 
определяемых 
содержаний, 

нг/мл

Уравнение градуировочного 
графика R2 N

МУНК 1 2 5–400 ∆f = (2234 ± 316) – (3.5 ± 1.5)c 0.97 33
МУНК 2 8 15–240 ∆f = (1898 ± 294) – (6.4 ± 1.9)c 0.96 30
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Более узкий диапазон определяемых содержаний
ципрофлоксацина при применении МУНК 2
объясняется меньшим количеством наноматери-
ала, закрепленного на поверхности сенсора. Кро-
ме того, распознающий слой на основе МУНК 1
более устойчив, его можно использовать в 33 цик-
лах измерений.

Коэффициенты перекрестного реагирования
для пьезоэлектрического сенсора с распознаю-
щим слоем на основе МУНК (табл. 3) свидетель-
ствуют о высокой селективности по отношению к
Цип. Присутствующие в пробе фторхинолоны
энрофлоксацин и левофлоксацин родственного

строения могут мешать определению ципро-
флоксацина при двукратном (энрофлоксацин)
или десятикратном (левофлоксацин) избытке.
Другие антибиотики практически не мешают
определению Цип даже при 20-кратном избытке.

Сенсор апробирован при определении ципро-
флоксацина в молоке и мясе (табл. 4). Установле-
но, что во всех пробах содержание ципрофлокса-
цина не превышает значение максимально допу-
стимого уровня препарата (0.1 мг/кг) [29].
Значения sr свидетельствуют о высокой воспроиз-
водимости результатов измерений.Рис. 5. Выбор рабочей концентрации конъюгата: (а) –

МУНК 1/Цип-БСА, (б) – МУНК 2/Цип-БСА.

2700

2600

2500

2400

2300

2200

2100
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

(б)

Цип-БСА, мМ

�f, Гц

6800

6600

6400

6200

6000

5800

5600

5400
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

(а)

Цип-БСА, мМ

�f, Гц

Рис. 6. Выбор разбавления первичной сыворотки ан-
тител, соответствующего 50%-ному связыванию: 1 –
МУНК 1/Цип-БСА, 2 – МУНК 2/Цип-БСА.
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Таблица 3. Оценка селективности определения ципро-
флоксацина с помощью коэффициента перекрестного ре-
агирования (ПР, %; концентрация аналитов 200 нг/мл)

Антибиотик ПР, %

Ципрофлоксацин 100.0

Энорофлоксацин 57.0

Левофлоксацин 12.4

Пенициллин G 1.6

Канамицина сульфат 2.5

Тетрациклина гидрохлорид 4.5
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* * *
Таким образом, с помощью пьезоэлектриче-

ского иммуносенсора с распознающим слоем на
основе магнитных углеродных нанокомпозитов
можно осуществлять чувствительное и селектив-
ное определение ципрофлоксацина в пищевой
продукции. При этом существенно упрощается
процедура создания распознающего слоя за счет
применения внешнего магнитного поля, что в
свою очередь позволяет сократить время подго-
товки сенсора к анализу по сравнению с традици-
онно используемыми многослойными способами
(с 24 до 1.5 ч) [30]. Это также способствует увеличе-
нию срока службы сенсора (до 33 циклов измере-
ний после регенерации слоя) и резонатора - пол-
ное удаление распознающего слоя производится
извлечением сенсора из ячейки детектирования и
не требует применения кислот и органических
растворителей, разрушающих поверхность золо-
того электрода.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ и Липецкой области в рамках науч-
ного проекта № 20-43-480001. В ИПТМ РАН рабо-
та выполнена в рамках Госзадания 075-00355-21-0.
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Разработана методика поляризационного флуоресцентного иммуноанализа (ПФИА) для определе-
ния в воде пластификатора дибутилфталата (ДБФ) – токсичного техногенного загрязнителя окру-
жающей среды. Методика основана на конкурентном взаимодействии с антителами ДБФ в пробе и
меченного флуорофором ДБФ, возбуждении флуоресценции плоскополяризованным светом и ре-
гистрации поляризации флуоресценции излучаемого света. Синтезирован конъюгат аминопроиз-
водного флуоресцеина с сукцинат-дибутилфталатом, подтверждено его связывание с поликлональ-
ными антителами. Методика ПФИА характеризуется пределом обнаружения ДБФ 0.35 мкг/мл и
диапазоном определяемых концентраций от 0.5 до 7.5 мкг/мл. Продолжительность анализа – 2 мин.
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В настоящее время проблема загрязнения
окружающей среды пластификаторами и продук-
тами их трансформации стоит особенно остро.
Ранее последствиям использования таких соеди-
нений не уделялось должного внимания, а токси-
кологические и экологические риски стали оце-
ниваться позже, когда появились данные о нару-
шениях функционирования систем организма
человека и обнаружении фталатов в бутилиро-
ванной воде и продуктах питания [1, 2].

Эфиры фталевой кислоты широко используют
в производстве полимерных материалов в каче-
стве пластификаторов [3]. Данные соединения
добавляют к материалам на основе поливинил-
хлорида, полиэтилентерефталата и других поли-
меров [4]. Введение пластифицирующих компо-
нентов не сопровождается формированием кова-
лентных связей [5], а ограничивается слабыми
межмолекулярными взаимодействиями [6], по-
этому пластификаторы со временем экстрагиру-
ются в окружающую среду. Основные опасности
попадания фталатов в живые организмы обуслов-
лены их влиянием на эндокринную и репродук-
тивную системы, а также на процессы детоксика-
ции с участием печени, почек [7, 8].

В связи с обнаруженной токсичностью допу-
стимые уровни фталатов в воде и продуктах
питания нормативно регулируются. Данные о до-
пустимых уровнях потребления фталатов суммиро-
ваны, в частности, в недавнем обзоре Кортенкамп
и соавт. [9]. Отметим значительное варьирование
этих величин для дибутилфталата – от 6.7 до
100 мкг/кг/день [10, 11]. В России предельно допу-
стимая концентрация данного контаминанта в воде
составляет 0.2 мг/л [12]. Агентство по охране
окружающей среды США (USEPA) установило
предельно допустимую концентрацию для ДБФ
на уровне 0.45 мг/л [13].

Существующие хроматографические методы
определения фталатов (газовая хроматография,
ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектирова-
нием) трудоемки, дорогостоящи, анализ занима-
ет несколько часов, включая подготовку пробы
чаще всего с использованием твердофазной экс-
тракции [14–16]. По данным хроматографиче-
ского контроля фталаты присутствуют в воде,
почве, молоке, косметических средствах, смывах
с игрушек и других объектах [15]. Вследствие вы-
сокой гидрофобности фталаты накапливаются в
почве, донных отложениях, тканях обитателей
водоемов [14, 16].

УДК 535.518;547.588
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В качестве альтернативы хроматографическим
разрабатываются иммунохимические методы
анализа, позволяющие быстро и точно, в том чис-
ле и при проведении скрининга, определять ана-
литы [17]. Преимуществами иммунохимических
методов, в частности иммуноферментного анали-
за, по сравнению с хроматографическими мето-
дами анализа являются возможность одновре-
менного анализа многих проб в одинаковых усло-
виях, разнообразие схем анализа, позволяющее
выбирать варианты с необходимыми пределами
обнаружения, относительная простота подготов-
ки проб, доступность недорогого оборудования, в
том числе – портативного для внелабораторного
тестирования [17–19].

Среди иммунохимических методов анализа по-
ляризационный флуороиммуноанализ (ПФИА) за-
нимает особое место, поскольку позволяет опре-
делять аналит в гомогенной среде в течение не-
скольких минут [20]. Преимуществом ПФИА
является возможность его проведения в одну ста-
дию без разделения реагентов [21]. Поляризаци-
онный флуоресцентный иммуноанализ низкомо-
лекулярных соединений основыван на использо-
вании конъюгата производного аналита с
флуоресцентной меткой [22]. Чаще всего в каче-
стве метки применяют производные флуоресцеи-
на, обеспечивающие интенсивный и воспроизво-
димый аналитический сигнал [23].

Известно большое количество эфиров фтале-
вой кислоты, используемых в качестве пластифи-
каторов и характеризующихся различной токсич-
ностью по отношению к живым организмам.
Среди массово производимых фталатов наиболее
опасными и приоритетными для мониторинга яв-
ляются диэтилфталат, дибутилфталат, диизобутил-
фталат и ди-(2-этилгексил)фталат [1]. В настоящее
время среди всей палитры эфиров фталевой кисло-
ты описано ПФИА-определение только диизобу-
тилфталата и диэтилфталата [20, 24, 25].

Цель данной работы – разработка методики
определения дибутилфталата методом ПФИА.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование и реагенты. Использовали дибу-
тилфталат (ДБФ), флуоресцеинизотиоцианат
(ФИТЦ), этилендиамин гидрохлорид, тетраборат
натрия, N-гидроксисукцинимид (N-ГС), N,N'-
дициклогексилкарбодиимид (N,N-ДЦК) (Sigma
Aldrich Corporation, США); метанол, диметил-
формамид (Реахим, Россия); триэтиламин (Mer-
ck, Германия); хлороформ ос.ч. (Химмед, Рос-
сия); азид натрия (Serva, США). Специфические
поликлональные антитела против дибутилфтала-
та, полученные, как описано в работе [26], были
предоставлены проф. Сукинг Чжао (Гуандунский
технологический университет, Гуанчжоу, Китай).

При проведении экспериментов использовали
2.5 мМ боратный буферный раствор (рН 8.5), со-
держащий 0.1% NaN3.

Для очистки конъюгата использовали тонко-
слойную хроматографию на пластинах “Silufol”
(Чехия). Для измерения поляризации флуорес-
ценции использовали прибор Sentry 200 (Ellie,
США). Кинетические измерения осуществляли
на флуориметре BEACON 2000 фирмы “Panvera”
(США). Полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием программного пакета Origin 8.5
(Origin, USA).

Синтез конъюгата дибутилфталата с этилендиа-
минфлуоресцеинтиокарбаматом (ЭДФ). Флуорес-
цирующую метку ЭДФ синтезировали из ФИТЦ
и этилендиамина дигидрохлорида [27, 28]. Для
получения конъюгата 14.9 мг сукцинат-дибутил-
фталата с активной группой –СООН смешивали
с 10.4 мг N-ГС и 18 мг N,N-ДЦК в 1 мл диметил-
формамида, смесь инкубировали в течение ночи.
Далее к 50 мкл раствора полученного активиро-
ванного производного добавляли 10 мкл триэтил-
амина и 1 мг ЭДФ. Конъюгат ДБФ-ЭДФ очищали
от примесей методом тонкослойной хроматогра-
фии (ТСХ), используя в качестве элюента систему
метанол–хлороформ (1 : 4) (по объему). Основ-
ную желтую флуоресцирующую полосу (Rf = 0.9)
собирали с хроматографической пластины и экс-
трагировали 1 мл метанола. Концентрацию конъ-
югата ДБФ-ЭДФ определяли спектрофотометри-
чески по поглощению при 492 нм в 50 мМ карбо-
натном буферном растворе с рН 9.0, используя
молярный коэффициент поглощения флуорес-
центного соединения 8.78 × 104 (л/(моль см)), как
описано в работе [28].

Определение рабочей концентрации конъюгата
ДБФ-ЭДФ. В пробирках для ПФИА готовили се-
рии разведений конъюгата ДБФ-ЭДФ в боратном
буферном растворе и регистрировали их поляри-
зацию флуоресценции. Критерием выбора рабо-
чей (оптимальной) концентрации конъюгата
ДБФ-ЭДФ являлось десятикратное превышение
фонового значения (для буферного раствора) по-
ляризации флуоресценции [27].

Тестирование флуоресцентного конъюгата на
связывание с антителами. В объеме 500 мкл гото-
вили серию разведений антител в боратном бу-
ферном растворе, начиная с 1 мг/мл. Затем во все
пробирки вносили по 500 мкл раствора конъюга-
та ДБФ-ЭДФ с концентрацией порядка 1 нМ и
измеряли поляризацию флуоресценции.

Определение оптимального времени связывания.
К 500 мкл конъюгата ДБФ-ЭДФ в выбранном
разведении добавляли 500 мкл раствора IgG анти-
тел против дибутилфталата в концентрации
1 мкг/мл в боратном буферном растворе. Измере-
ния проводили через каждые 30 с и строили зави-
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симость поляризации флуоресценции от времени
взаимодействия.

Проведение конкурентного ПФИА. В стеклян-
ные пробирки вносили по 10 мкл стандартных
растворов вещества (0, 0.001, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1,
0.3, 10, 30, 100 мкг/мл) и 500 мкл раствора конъ-
югата ДБФ-ЭДФ выбранной концентрации. За-
тем добавляли 500 мкл раствора антител против
ДБФ с концентрацией 1 мкг/мл, через 2 мин про-
водили измерение. Каждое измерение проводили
в трех повторах. Получали полулогарифмическую
зависимость поляризации флуоресценции от
концентрации ДБФ (градуировочную кривую) и
аппроксимировали ее с помощью четырехпара-
метрической сигмоидной функции, используя
программное обеспечение Origin 8.5 (OriginLab,
США).

Определение аналитических характеристик ме-
тодики ПФИА. Предел обнаружения ДБФ опре-
деляли по 3s-критерию [29]. Для этого выполняли
20 измерений растворов с нулевой концентраци-
ей ДБФ. Предел обнаружения соответствовал
концентрации ДБФ, выбранной на начальном
участке градуировочной кривой с поляризацией
флуоресценции, равной:

где mPmin – значение степени поляризации флуо-
ресценции для предела обнаружения; mP0 – сред-
няя величина поляризации флуоресценции, из-
меренная для раствора с нулевой концентрацией
ДБФ; s – стандартное отклонение для результатов
20 измерений поляризации флуоресценции рас-
твора с нулевой концентрацией ДБФ.

Рабочий диапазон определяемых содержаний
ДБФ определяли как диапазон от IC20 (концен-
трация, при которой поляризация флуоресцен-
ции снижается на 20% от амплитуды между мак-
симальным и минимальным ее значениями) до
IC80 (концентрация, при которой поляризация
флуоресценции уменьшается на 80%).

Воспроизводимость результатов ПФИА оцени-
вали для растворов ДБФ с концентрациями, ле-
жащими в рабочем диапазоне определяемых со-
держаний. Для этого определяли поляризацию
флуоресценции смеси из 10 мкл стандартного
раствора ДБФ, 500 мкл рабочего раствора конъ-
югата ДБФ-ЭДФ и 500 мкл рабочего раствора ан-
тител. В течение трех дней выполняли по три по-
вторных измерения и вычисляли относительное
стандартное отклонение результатов измерений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор метода определения. Поляризационный

флуоресцентный иммуноанализ представляет со-
бой конкурентный метод анализа, который про-
водят в гомогенной среде. При отсутствии в рас-

min 0 3 ,mP mP s= −

творе контролируемого антигена все центры свя-
зывания антител заняты только молекулами
меченого антигена, и поляризация флуоресцен-
ции максимальна. При добавлении к реакцион-
ной смеси контролируемого (немеченого) анти-
гена поляризация флуоресценции уменьшается
пропорционально росту концентрации добавлен-
ного антигена. Это связано с тем, что с увеличе-
нием концентрации немеченого антигена в рас-
творе все большая часть молекул конъюгата (ан-
тигена с флуоресцентной меткой) остается в не
связанном с антителами состоянии, что приводит
к уменьшению поляризации флуоресценции. Со-
ответственно регистрируемая поляризация флуо-
ресценции при добавлении пробы отражает кон-
центрацию антигена в пробе, регистрируемую,
таким образом, без разделения реагентов. Граду-
ировочная кривая ПФИА представляет собой за-
висимость поляризации флуоресценции (mP) от
концентрации аналита в пробе.

Синтез дибутилфталата, модифицированного
ЭДФ (ДБФ-ЭДФ). Для определения дибутилфта-
лата синтезировали конъюгат, содержащий в ка-
честве флуоресцентной метки этилендиаминфлу-
оресцеинтиокарбамат. Полученное соединение
очищали от непрореагировавших компонентов
методом ТСХ и собирали конъюгат, соответству-
ющий значению Rf = 0.9. Дибутилфталат не име-
ет функциональных групп для активации и конъ-
югирования, поэтому получали его производное,
содержащее аминогруппу. Добавление к этому
производному янтарного ангидрида, как описано
в работе [26], обеспечило включение в конъюгат
группы –СООН, при этом введение остатка ян-
тарной кислоты обеспечило пространственную
удаленность флуоресцентной метки от сайта свя-
зывания антител [20]. При синтезе дибутилфтала-
та, модифицированного ЭДФ, протекают многие
побочные процессы и образуются неопознанные
вещества, которые удаляются при ТСХ. Количе-
ство и выход искомого вещества не определяли,
количество синтезированного дибутилфталата,
модифицированного ЭДФ, был достаточным для
проведения последующих исследований. Схема
синтеза приведена на рис. 1.

Оценка эффективности применения конъюгата
ДБФ-ЭДФ. Чувствительность и точность ПФИА
зависят от используемой пары иммунореагентов
антитела–конъюгат. Выбранная (данные не при-
ведены) рабочая концентрация конъюгата ДБФ-
ЭДФ составила 0.7 нМ. Далее тестировали связы-
вание конъюгата с имеющимися специфически-
ми антителами – двумя кроличьими антисыво-
ротками против дибутилфталата. Получение дан-
ных антисывороток и их свойства описаны в
работе [30], посвященной разработке методики
определения ДБФ с помощью иммунофермент-
ного анализа. Полученные зависимости поляри-
зации флуоресценции от концентрации антител
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при постоянной концентрации конъюгата ДБФ-
ЭДФ (0.7 нМ) представлены на рис. 2. Как видно,
максимальное соотношение сигнал–фон наблю-
дается при использовании антител 1 в концентра-
ции 1 мкг/мл.

Оптимальное время взаимодействия конъюгата
ДБФ-ЭДФ и антител. Исследовали зависимость
поляризации флуоресценции от продолжитель-
ности взаимодействия конъюгата ДБФ-ЭДФ и
антител 1 (рис. 3). Установили, что химическое
равновесие в системе достигается за 4–5 мин, что
подтверждает экспрессность формирования ком-
плексов антитело–меченый антиген в растворе.
Это время выбрали для проведения ПФИА.

Градуировочная зависимость для определения
дибутилфталата методом ПФИА и аналитические
характеристики предложенной методики. В вы-
бранных условиях (конъюгат ДБФ-ЭДФ (0.7 нМ)
и раствор антител 1 (1 мкг/мл)) получили зависи-

мость поляризации флуоресценции от концен-
трации ДБФ (рис. 4). Для расчета аналитических
параметров использовали четырехпараметриче-
ское сигмоидное приближение, общепринятое
для конкурентных схем иммуноанализа. Рабочий
диапазон определяемых концентраций оценива-
лия в соответствии с рекомендациями [31] после
линеаризации участка кривой (уравнение прямой
Y = (101.31 ± 0.43) – (30.09 ± 0.82)X).

Предел обнаружения ДБФ составил
0.35 мкг/мл, а диапазон определяемых концен-
траций – 0.5–7.5 мкг/мл. Относительное стан-
дартное отклонение в этом диапазоне варьирова-
лось от 3.5 до 4.9%, а на всем протяжении градуи-
ровочной кривой – от 1.2 до 7.5%. При оценке
воспроизводимости результатов ПФИА показа-
но, что относительное стандартное отклонение
варьировалось от 1.5 до 9% в течение дня и в диа-
пазоне 0.8–9.5% в течение нескольких дней.

Рис. 1. Схема синтеза конъюгата ДБФ-ЭДФ.
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Предложенную методику апробировали в ана-
лизе бутилированной питьевой воды. Готовили се-
рию растворов с добавлением в воду дибутилфтала-
та в диапазоне концентраций 0.001–300 мкг/мл и
анализировали их. При этом форма градуировоч-
ной кривой и положение точек на ней не измени-
лась; границы диапазона определяемых концен-
траций остались прежними (рис. 5), что свиде-
тельствует об отсутствии влияния матрицы проб

на результаты определения и пригодности разра-
ботанной методики ПФИА для определения ди-
бутилфталата в питьевой воде.

Дополнительное введение бисфенола А – важ-
ного загрязнителя водных ресурсов [32] – в пробы
с ДБФ не влияет на регистрируемую поляриза-
цию флуоресценции в концентрациях до
300 мкг/мл, что подтверждает специфичность
разработанной методики.

Рис. 2. Зависимость поляризации флуоресценции от
разведения поликлональных антител 1 (j) и антител 2
(d) при связывании с конъюгатом ДБФ-ЭДФ
(0.7 нМ).
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Рис. 3. Зависимость поляризации флуоресценции от
времени связывания реагентов ДБФ-ЭДФ (концен-
трация 0.4 нМ) и поликлональных антител к дибутил-
фталату (разведение 1 : 1000, концентрация 1 мкг/мл).
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Рис. 4. Градуировочная кривая для определения дибутилфталата и ее линейный участок (на вставке) при рабочих кон-
центрациях конъюгата ДБФ-ЭДФ (0.7 нМ) и раствора антител 1 мкг/мл.
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Достигнутые значения предела обнаружения
(0.35 мкг/мл) и рабочий диапазон определяемых
концентраций дибутилфталата (0.5–7.5 мкг/мл)
соответствуют требованиям нормативных доку-
ментов (предельно допустимая концентрация
ДБФ 0.45 мг/л по данным Агентства по охране
окружающей среды США (USEPA)). Стоит отме-
тить, что увеличение объема пробы с 10 мкл в
предложенной методике до 50–100 мкл позволит
повысить чувствительность определения анали-
та. Такой подход применен ранее в работе [33],
где увеличение объема пробы позволило снизить
предел обнаружения и добиться соответствия
требованиям нормативов по содержанию конта-
минанта в воде.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ
21-14-00306.
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