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Предложена новая методика определения состава конъюгатов белков с наночастицами, основанная
на использовании флуорескамина в качестве флуоресцентной метки и позволяющая получать ре-
зультаты с высокой точностью при минимальной продолжительности и трудоемкости. Охарактеризо-
ваны по составу и связыванию иммуноглобулинов конъюгаты наночастиц золота со стрептококковым
белком G. Установлены оптимальные концентрации белка G 8 мкг/мл и золотых наночастиц – 2.5 нМ
(ОП520 = 5) со средним диаметром 25 нм. Полученные конъюгаты применили для разработанного
иммунохроматографического анализа антибиотика сульфониламида – важного контролируемого
контаминанта пищевой продукции. Непрямое мечение специфических антител позволило исполь-
зовать в анализе неочищенную кроличью антисыворотку. Визуальный и инструментальный преде-
лы обнаружения сульфониламида составили 100 и 0.3 нг/мл соответственно. Продолжительность
анализа – 10 мин. Проведена апробация тест-систем для характеристики проб мёда.
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Уникальные физико-химические и биологи-
ческие свойства способствовали применению на-
ночастиц золота (НЧЗ) и их модифицированных
производных в разнообразных областях науки и
техники [1, 2]. Особенно востребованы комплек-
сы НЧЗ с различными белками, используемые
для направленного транспорта лекарств [3, 4],
иммунизации [5], биоимиджинга [6, 7], в качестве
маркерных агентов в аналитических системах [8–
10]. Несмотря на накопленный опыт и большое
количество работ, посвященных конъюгирова-
нию белков с наночастицами, полученные дан-
ные остаются неоднозначными и в ряде случаев
противоречащими друг другу [11]. Открытым так-
же остается вопрос зависимости функциональ-
ной активности конъюгатов от их состава.

Для изучения структуры и состава конъюгатов
белок–НЧЗ используются различные методы:
дифференциальная центробежная седиментация
[12], спектрофотометрия [13–15], флуориметрия
[11, 16–18], модификации иммуноферментного
анализа [19, 20], высокоэффективная жидкостная
хроматография [21], просвечивающая электрон-
ная микроскопия [22] и др. Однако у этих методов
есть ряд недостатков: недостаточная чувствитель-

ность, сложная пробоподготовка, необходимость
дорогостоящего оборудования, большое количе-
ство манипуляционных стадий и, как следствие,
низкая точность и воспроизводимость результа-
тов. Некоторые методы, например, измерение
триптофановой флуоресценции, пригодны лишь
для белков определенного состава [11], поэтому
актуальна разработка универсального и нетрудо-
емкого метода определения состава конъюгатов
наночастиц с белками.

Предлагаемый в данной работе метод основан
на мечении белков флуорескамином с последую-
щей регистрацией флуоресценции. Флуореска-
мин – флуорогенный краситель с длиной волны
возбуждения 390 нм, используемый в генетиче-
ских исследованиях, в тонкослойной и бумажной
хроматографии, при измерениях протеолитиче-
ской активности и др. При взаимодействии флуо-
рескамина с первичными аминогруппами белка
образуются интенсивно флуоресцирующие про-
изводные [23–25]. Поскольку практически все
белки содержат лизин, флурескамин – универ-
сальный реагент для мечения белков. Преиму-
ществом флуорескамина является то, что его ис-
ходная форма не флуоресцирует, флуоресцен-
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ция появляется только после взаимодействия с
аминогруппой и поэтому измерения характери-
зуются низким фоновым сигналом. Реакция с
аминогруппами протекает за несколько секунд.
К тому же флуорескамин устойчив лишь в органи-
ческих растворителях, а в воде гидролизуется с вы-
падением продукта в осадок в течение 1–2 мин, что
исключает необходимость отделять продукт ре-
акции от несвязанной метки. Отсутствие дополни-
тельных стадий обусловливает высокую производи-
тельность измерений. Разработанная методика
обеспечивает инструментарий для простого и быст-
рого количественного определения белка, сорбиро-
ванного на поверхности наночастиц. В качестве та-
кого белка в экспериментах использовали иммуно-
глобулин-связывающий стрептококковый белок
G, который часто применяется в иммунохими-
ческих методах для непрямого мечения антител
[26, 27].

На основании предложенной методики были
выбраны препараты золотых наночастиц с иммо-
билизованным белком G с оптимальной нагрузкой,
использованные для разработки иммунохромато-
графического анализа (ИХА) сульфонамидного ан-
тибиотика сульфониламида (СА). Сульфонамиды
широко используются в сельском хозяйстве для
борьбы с инфекционными заболеваниями. Оста-
точные количества сульфонамидов в пищевых про-
дуктах животного происхождения могут привести к
развитию ряда заболеваний и аллергических ре-
акций у людей, а также к возникновению рези-
стентных штаммов микроорганизмов, что требует
постоянного контроля и предотвращения чрез-
мерного употребления антибиотиков данного
класса [28, 29].

Цель работы – разработка методики определе-
ния состава конъюгатов белков с наночастицами
и ее применение для создания иммунохромато-
графической тест-системы на сульфониламид.

МЕТОДИКА

Получение наночастиц золота. НЧЗ синтезиро-
вали согласно методу Френса [30]. 1 мл 1%-ного
водного раствора HAuCl4 (“Sigma-Aldrich”,
США) вносили в 97.5 мл воды, нагревали смесь до
кипения, а затем при активном перемешивании
добавляли 1.5 мл 1%-ного водного раствора цит-
рата натрия (“Химмед”, Россия). Раствор кипя-
тили 15 мин, затем охлаждали и хранили при 4°C.

Определение размеров наночастиц золота мето-
дом просвечивающей электронной микроскопии.
Снимки препаратов НЧЗ получали с помощью
микроскопа CX-100 (“Jeol”, Япония) при ускоря-
ющем напряжении 80 кВ и увеличении 33000.
Фотографии сканировали и анализировали с помо-
щью программы Image Tool (“UTHSCSA”, США),

характеризуя не менее 120 изображений одиноч-
ных частиц.

Определение состава конъюгатов НЧЗ–белок.
Раствор НЧЗ разливали в 10 пробирок по 2.0 мл,
двукратно центрифугировали при 10000 g, затем
отбирали надосадочную жидкость. Осадок взбал-
тывали (объем оставшейся в пробирке жидкости
доводили надосадочной жидкостью до 0.2 мл).
Стоковый раствор белка G (“Имтек”, Россия) с
концентрацией 240 мкг/мл разводили надосадоч-
ной жидкостью для достижения конечных кон-
центраций белка 24, 16, 10, 7, 5 и 3 мкг/мл. По 0.2 мл
данных растворов белка в надосадочной жидко-
сти добавляли к 0.2 мл растворов НЧЗ, получен-
ных после центрифугирования, а оставшиеся рас-
творы белка использовали для построения граду-
ировочной зависимости. Белок G инкубировали с
НЧЗ 30 мин при комнатной температуре, дву-
кратно центрифугировали при 10000 g, отбирали
0.2 мл надосадочной жидкости и переносили в
микропланшет (“Roskilde”, Дания). Градуировоч-
ные растворы также переносили в микропланшет
по 0.2 мл. К полученным растворам добавляли по
10 мкл раствора флуорескамина (“Sigma-Aldrich”,
США) в ацетоне (100 мг/мл), инкубировали 10 мин
при комнатной температуре и измеряли флуорес-
ценцию. Спектры флуоресценции регистрировали
с помощью фотометра Perkin Elmer En Spire 2300
(“Waltham”, США) при длине волны возбуждаю-
щего света 390 нм в диапазоне длин волн испуска-
емого света 450–550 нм.

Получение конъюгата НЧЗ с белком G для ис-
пользования в ИХА. Раствор НЧЗ (оптическая
плотность при 520 нм: D520 = 1) доводили карбо-
натом калия до pH 8.5–9.0, после чего вносили в
этот раствор белок G до концентрации 8 мкг/мл.
Смесь инкубировали 30 мин при комнатной тем-
пературе, затем вносили 10%-ный раствор БСА
(“Boval Biosolutions”, США) и выдерживали еще
10 мин при интенсивном перемешивании. Полу-
ченный раствор центрифугировали 15 мин при
10000 g. Осадок отбирали и вносили 1%-ный рас-
твор БСА до конечного объема 1 мл. Полученный
раствор хранили при 4°С.

Получение антисывороток против СА. Для синте-
за использовали производное СА с карбоксильной
группой NH2C6H4SO2NH(CH2)3COOH, предостав-
ленное А.А. Формановским (Институт биооргани-
ческой химии РАН, Россия). Конъюгат данного
производного и бычьего сывороточного альбумина
(СА-БСА) синтезировали карбодиимидным мето-
дом [31] и использовали для иммунизации кро-
ликов породы шиншилла массой 3–4 кг соглас-
но [32].

Для первой иммунизации раствор иммуногена
в фосфатно-солевом буфере (ФБС; 50 мМ калий-
фосфатный буфер, рН 7.4, с 0.1 М NaCl) эмульги-
ровали с равным объемом полного адъюванта
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Фрейнда до конечной концентрации 1 мг/мл (по
белку). Эту смесь (1.0 мл) вводили внутрикожно и
подкожно. Впоследствии кролики получали бу-
стерные инъекции, содержавшие 0.5 мг иммуноге-
на на животное, подкожно в ФБС с равным объе-
мом неполного адъюванта Фрейнда и внутривенно
в ФБС. Через неделю у кроликов отбирали кровь.
Циклы реиммунизации повторяли с 5-недельным
интервалом.

Изготовление иммунохроматографических тест-
систем. Комплектация тест-полосок включала
рабочую мембрану, мембраны для нанесения об-
разца и конъюгата, а также конечную впитываю-
щую мембрану. В качестве рабочей использовали
нитроцеллюлозную мембрану UniSart CN95
(“Sartorius”, Германия), впитывающей – мембра-
ну CFSP 223000 (“Millipore”, США), мембраны
для нанесения конъюгата – непредобработанную
мембрану PT-R5 (“Advanced Microdevices”, Ин-
дия). С помощью автоматического диспенсера
IsoFlow (“Imagene Technology”, США) на рабочей
мембране формировали аналитическую зону с им-
мобилизованным конъюгатом СА-БСА (3 мг/мл) в
ФБС и контрольную зону с иммобилизованным
антителами козы против иммуноглобулинов кро-
лика (“Имтек”, Россия) в концентрации 5 мг/мл.
Конъюгат НЧЗ с белком G наносили на мембра-
ну для конъюгата (D520 = 10, объем нанесения –
13 мкл/мм). После нанесения реагентов мембра-
ны сушили на воздухе при 20–22°C не менее 20 ч.
Собирали мультимембранный композит, из ко-
торого получали полоски шириной 3.5 мм, ис-
пользуя автоматический гильотинный нарезчик
Index Cutter-1 (“A-Point Technologies”, США).
Нарезку и упаковку проводили в помещении с от-
носительной влажностью воздуха не более 30%.
Упакованные тест-полоски хранили при комнат-
ной температуре.

Проведение иммунохроматографического ана-
лиза СА. ИХА проводили при комнатной темпе-
ратуре. В ФБС, содержащий 1% детергента твин-
20 (ФБСТ), или в контаминированные пробы мёда,
разбавленные ФБСТ в соотношении 1 : 4, вноси-
ли раствор СА для достижения его конечных кон-
центраций в диапазоне 0.8–100 нг/мл, а также ан-
тисыворотку в разведении 1 : 800. Тест-полоски
вносили в пробы в вертикальном положении, ин-
кубировали 10 мин, а затем извлекали и оценивали
результат ИХА визуально. С помощью программ-
ного обеспечения TotalLab TL120 (“Nonlinear Dy-
namics”, Великобритания) проводили оцифровку
изображений тест-полосок и определяли интен-
сивности окрашивания контрольной и аналитиче-
ской зон.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Размерная характеристика наночастиц золота.

Для определения среднего диаметра и гомоген-

ности НЧЗ использовали метод просвечиваю-
щей электронной микроскопии. Согласно полу-
ченным данным, синтезированные наночасти-
цы характеризовались сферической формой и
гомогенным распределением по размерам. Дли-
на большей оси наночастиц составила 25 ± 3 нм,
меньшей оси – 23 ± 4 нм, средний диаметр –
25 ± 5 нм.

Характеристика состава конъюгатов белок G–
НЧЗ. Для определения состава конъюгатов ис-
пользовали метод флуоресцентной спектроско-
пии, вводя флуорескамин в качестве метки в гра-
дуировочные и реакционные растворы. Получали
зависимости интенсивности флуоресценции при
490 нм от концентрации добавленного белка для
градуировочных растворов (рис. 1а) и надосадоч-
ных жидкостей (рис. 1б). На основании линеари-
зованной градуировочной зависимости (R-фактор
был больше 0.99) по величинам флуоресценции
вычисляли содержание белка в надосадочных
жидкостях. Затем рассчитывали количество свя-

Рис. 1. Зависимости интенсивности флуоресценции
(усл. ед., I) от добавленной концентрации белка G
(мг/мл) в калибровочных растворах (а) и в реакцион-
ных растворах после центрифугирования (б).
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занного белка в конъюгатах как разницу между до-
бавленным и несвязавшимся белком.

Полученная зависимость между количествами
добавленного и связанного с НЧЗ белка G пред-
ставлена на рис. 2. Пплато на кривой отражает на-
сыщение поверхности НЧЗ иммобилизованным
белком.

При выборе оптимального состава конъюгата
белок G–НЧЗ и протокола его получения исхо-
дили из критерия максимального связывания им-
мобилизуемого белка. Выбор этого критерия опре-
делялся использованием непрямой схемы ИХА, в
которой рост реакционной способности конъ-
югата обеспечивал большую интенсивность сиг-
нала и более чувствительное выявление аналита.
При этом для других форматов ИХА ранее отме-
чалась оправданность использования конъюгатов
НЧЗ–антитело с меньшей нагрузкой. Так, в сэнд-
вич-ИХА сокращение нагрузки антител в 2–4 раза
снижало расход специфических реагентов без зна-
чимых изменений аналитических параметров [33],
а в конкурентном ИХА приводило к сдвигу рабоче-
го диапазона градуировочных кривых в область
более низких концентраций [34]. При выборе оп-
тимальных составов конъюгатов для данных фор-
матов ИХА также может быть использована пред-
ложенная в данной работе методика со взаимодей-
ствием иммуноглобулинов с флуорескамином.

Следует отметить, что такое решение позволи-
ло работать даже с нефракционированной полик-
лональной антисывороткой. Поскольку иммуно-
глобулиновая фракция антисыворотки содержит
небольшую долю антител против использованно-
го антигена (как правило, менее 5% [35]), то боль-

шая часть иммуноглобулинов в сыворотке будет
блокировать реакционные центры конъюгата
НЧЗ с белком G, препятствуя эффективному свя-
зыванию маркера в аналитической зоне. Тем не
менее, использование установленной максималь-
ной нагрузки иммобилизуемых антител обеспечи-
ло возможность эффективной регистрации ре-
зультатов анализа и выявления аналита в низких
концентрациях.

Выбранная оптимальная концентрация белка
G для синтеза конъюгата составила 8 мкг/мл, что
соответствовало ранее установленным требова-
ниям для конъюгата белок G–НЧЗ, используемо-
го в серодиагностике [36]. При данной концен-
трации обеспечивается иммобилизация 133 моле-
кул белка G на одну НЧЗ диаметром 25 нм.

Иммунохроматографический анализ СА. Кон-
курентный ИХА был реализован в формате с не-
прямым введением маркера. Ранее для ряда си-
стем отмечалось, что непрямое мечение антител с
помощью аффинных взаимодействий (например,
с использованием антивидовых антител, стафи-
лококкового белка А, стрептококкового белка G
или других иммуноглобулин-связывающих моле-
кул) дает значительное преимущество в иммуно-
анализе по сравнению с использованием антител,
непосредственно иммобилизованных на маркер-
ных частицах [37–40]. Преимущества непрямого
мечения состоят в возможности независимо ва-
рьировать концентрацию маркера (для интенсив-
ного сигнала) и специфических антител (для эф-
фективной конкуренции), используя для этого
два разных реагента. В традиционном же ИХА с
прямым мечением изменять концентрации спе-
цифических антител и маркера можно только од-
новременно и однонаправлено.

Для проведения анализа пробу смешивали с
препаратом специфических антител, инкубируя в
течение 1 мин, после чего в эту смесь погружали
тест-полоску. В результате происходило двухсту-
пенчатое взаимодействие – образование ком-
плекса специфических антител с антигеном и его
выявление сорбированным на подложке конъ-
югатом белка G с меткой (НЧЗ). Продолжитель-
ность иммунохроматографии составляла 10 мин,
после чего проводили регистрацию результатов.

Аналитические параметры тест-системы были
установлены по результатам определения СА в
ФБСТ и в искусственно контаминированных
пробах мёда. На рис. 3 представлены отсканиро-
ванные изображения тест-полосок после анали-
за. При цифровой регистрации предел обнаруже-
ния СА, определявшийся по статистически досто-
верному снижению интенсивности окрашивания
относительно окрашивания в отсутствии СА, был
равен 0.3 нг/мл, рабочий диапазон – 0.6–1.0 нг/мл в
ФБСТ. Предел обнаружения в мёде составил
0.37 нг/мл, рабочий диапазон – 0.37–1.5 нг/мл.

Рис. 2. Зависимость концентрации белка G (мкг/мл)
в составе конъюгата с НЧЗ от концентрации добав-
ленного белка .
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Визуальный предел обнаружения СА, соответ-
ствовавший исчезновению окрашивания в анали-
тической зоне, составил 100 нг/мл, что связано с со-
хранением относительно стабильного низкого сиг-
нала в широком диапазоне концентраций (от 3 до

50 нг/мл) за рамками рабочего диапазона количе-
ственного анализа.

Полученные результаты соответствуют уста-
новленным нормам по максимально допустимо-
му содержанию сульфонамидов в пищевой про-

Рис. 3. Иммунохроматографическое определение СА: внешний вид тест-полосок при тестировании проб в ФБСТ (а),
в меде (б) и градуировочные кривые (в; 1 – в меде, 2 – в ФБСТ).
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СОТНИКОВ и др.

дукции (0.1 мг/кг) [41, 42]. Использование в тест-
системе конъюгата наночастиц золота с белком G
подтверждает его эффективность для обеспече-
ния высокочувствительного анализа, а универ-
сальность данного маркера позволяет его исполь-
зовать для детекции различных соединений.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 20-76-
10033).
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Conjugates of Immunoglobulin-Binding Protein and Gold Nanoparticle: Determination 
of Composition and Application in Immunochromatographic Analysis of Sulfonylamide

D. V. Sotnikova, L. V. Barshevskayaa, A. V. Zherdeva, and B. B. Dzantieva, *
a A.N. Bach Institute of Biochemistry. Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences,

Moscow, 119071 Russia
*e-mail: dzantiev@inbi.ras.ru

A new method for determining the composition of conjugates between proteins with nanoparticles is proposed,
based on the use of fluorescamine as a fluorescent label and which allows obtaining results with high accuracy
with a minimum duration and laboriousness. Conjugates of gold nanoparticles with streptococcal protein G
were characterized by the composition and binding of immunoglobulins. The synthesis was found to be optimal
at protein G concentration of 8 μg/mL and a concentration of gold nanoparticles with an average diameter of
25 nm equal to 2.5 nM (OD520 = 5). The resulting conjugates were used in the developed immunochromato-
graphic assay of the antibiotic sulfonylamide, an important controlled contaminant of food products. Indirect
labeling of specific antibodies allowed the use of crude rabbit antiserum in the assay. The visual and instrumental
limits of detection for sulfonylamide were 100 and 0.3 ng/mL, respectively. The duration of the analysis is 10 min.
The test systems were applied for the characterization of honey samples.

Keywords: immunochromatography, gold nanoparticles, f luorescamine, sulfonamides, honey
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