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Предложен метод одновременного экспресс-определения четырех белков – кардиомаркеров (С-ре-
активный белок, цистатин C, миоглобин и Д-димер) в плазме крови пациентов с кардиопатология-
ми. Изменение концентрации каждого из белков в отдельности может указывать на определенные
патологические процессы в организме человека, а одновременное повышение концентрации всех
четырех маркеров свидетельствует о возможном развитии острой кардиопатологии. Экспресс-ана-
лиз основан на методе иммуномагнитной аффинной сепарации целевых белков из образцов крови
с использованием флуоресцентной метки для каждого исследуемого белка. Предложенный метод
автоматизирован и оптимизирован для определения физиологических и патологических концен-
траций целевых маркеров крови. Разработана автоматическая биоаналитическая платформа на ос-
нове предлагаемого метода, которая позволяет проводить экспресс-определение кардиомаркеров в
17 мкл плазмы крови за 14 мин.
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Широкий спектр заболеваний может демон-
стрировать сходные симптомы и для постановки
точного диагноза требуется проведение диффе-
ренциальной диагностики патологического со-
стояния. Так, например, можно перечислить це-
лый ряд причин боли в груди. Они могут возни-
кать в связи с заболеваниями сердца, легких,
желудочно-кишечного тракта, и в этом случае
важно как можно более точно определить проис-
хождение боли. Одним из самых информативных
видов анализа для диагностики является анализ
крови на специфические маркеры (сердечно-со-
судистые, воспалительные, почечные, онкологи-
ческие и др.). Экспресс-тесты крови, доступные
для индивидуального применения, или экспресс-
анализ в больнице могут сделать предваритель-
ную диагностику более дифференцированной и
эффективной. В клинической практике требуется

быстрый и точный анализ крови на инфекцион-
ные маркеры, заболевания почек и сердца. Ран-
няя диагностика таких биомаркеров может зна-
чительно снизить риск возникновения возмож-
ных осложнений и упростить лечение и
реабилитацию пациента. Четыре белка плазмы
человека – C-реактивный белок (СРБ), цистатин C
(Цис-С), миоглобин (МГ) и Д-димер (Д-Дм) – от-
ражают воспалительный или тромбоэмболиче-
ский статус пациента и играют роль кардиомар-
керов [1, 2]. Миоглобин – цитоплазматический
белок скелетных мышц и миокарда с молекуляр-
ной массой 17.9 кДа. Физиологическая концен-
трация МГ в крови составляет от 6 до 85 нг/мл [3].
Избыток МГ позволяет оценить разрушение мы-
шечной ткани, динамику процесса и эффектив-
ность лечения. Устойчивый избыток МГ в крови
указывает на его продолжающееся высвобожде-
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ние из мышечной ткани, так как его полувыведе-
ние из крови (через почки) составляет около
9 мин [4]. Цистатин C – это низкомолекулярный
(13.4 кДа) белок, ингибитор цистеиновых проте-
аз, который продуцируется всеми ядросодержа-
щими клетками организма. Повышение уровня
Цис-С в крови может указывать на умеренную
почечную недостаточность и сердечно-сосуди-
стую дисфункцию у пожилых пациентов [5]. Фи-
зиологический уровень Цис-С в плазме крови на-
ходится в диапазоне от 600 до 1200 нг/мл. С-реак-
тивный белок – это белок с молекулярной массой
25 кДа, который участвует в воспалительных и
иммунологических процессах. Физиологическая
концентрация СРБ в плазме крови составляет
около 1000 нг/мл, но может резко возрасти при
острой фазе воспаления до 500 мкг/мл [6, 7]. Кли-
нические исследования показали, что высокие
значения СРБ (4.0–6.0 мкг/мл) связаны с риском
сердечно-сосудистых дисфункций [8]. Д-димер
представляет собой продукт разложения фибрина
с молекулярной массой 180 кДа, уровень которо-
го в крови увеличивается после фибринолиза. В
клинической практике Д-Дм используется для
контроля коагуляции и фибринолиза [9]. Физио-
логический диапазон Д-Дм составляет от 0 до
250 нг/мл [10]. Повышение концентрации Д-Дм
указывает на активацию коагуляции (диссемини-
рованное внутрисосудистое свертывание, тром-
боз глубоких вен, легочная тромбоэмболия, мас-
сивное повреждение тканей или хирургическое
вмешательство, сердечная недостаточность, опу-
холевые заболевания). И коагуляция, и фибрино-
лиз приводят к увеличению уровня Д-Дм, в отли-
чие от других подобных маркеров. Повышенное
содержание каждого белка может указывать на
серьезные проблемы со здоровьем, а их одновре-
менное обнаружение позволит прояснить всю
картину заболевания. Быстрое и точное одновре-
менное определение этих четырех биомаркеров
может упростить дифференциальную диагности-
ку и выбрать корректную стратегию лечения.

Экспресс-определению сердечных биомарке-
ров в микрообъеме пробы посвящено немало ра-
бот. Так, описан [11] иммуносенсор для обнару-
жения Д-Дм в модельной системе с малым време-
нем отклика (20 с), однако оно не включает
затраты времени на промывку и регенерацию дат-
чика. В работе [12] описан электрохимический
биосенсор для определения МГ в 1 мкл неразбав-
ленной плазмы в течение 30 мин. Этот иммуно-
сенсор работает в широком диапазоне концен-
траций МГ – от значений, характерных для здо-
ровых доноров, до типичных для пациентов с
острым инфарктом миокарда. Тем не менее осо-
бый интерес представляют работы, в которых об-
суждается одновременное определение несколь-
ких биомаркеров.

Мультиплексное определение может быть реа-
лизовано с помощью маркировки аналитов раз-
ными маркерами [13]. Используя два разных мар-
кера можно определять два разных аналита. На-
пример, иммуноанализ с использованием
антител, меченных хелатными комплексами ев-
ропия(III) и самария(III), использовали для
определения МГ и сердечного тропонина T с по-
следующим флуоресцентным детектированием
методом флуориметрии с временным разрешени-
ем. Одновременное определение СРБ и Д-Дм в
плазме крови человека проводят методом спек-
троскопии отражения с предварительной градуи-
ровкой с использованием биотинилированных
антител [14]. Каждый шаг занимает 20 мин, таким
образом, весь анализ смеси двух аналитов длится
примерно 45 мин. Описано также определение
нескольких кардиомаркеров менее чем за
30 мин, но только в модельной системе [15].
Креатинкиназу MB, СРБ, Д-Дм и ассоцииро-
ванный с беременностью протеин-А плазмы
определяли одновременно в буферном растворе
с помощью интегрированной акустической
платформы. Иммунохроматографический ана-
лиз (ИХА) также показал убедительные результа-
ты [16]. Авторы описали ИХА-тест для быстрой
количественной оценки трех биомаркеров (тро-
понин I, белок, связывающий жирные кислоты, и
СРБ) в сыворотке всего за 10 мин. В интегриро-
ванном чипе [17] происходит связывание белков-
маркеров на поверхности сенсора и регистриру-
ется электрический сигнал, что позволяет одно-
временно определять три сердечных биомаркера:
тропонин T, креатинкиназу MM и креатинкиназу
MB. Встроенный чип позволяет достичь предела
обнаружения 1 пг/мл для трех сердечных биомар-
керов из 2 мкл крови за 45 мин.

Несмотря на быстрое развитие точных мето-
дов определения, разделение и концентрирова-
ние целевых аналитов остается актуальной зада-
чей. Магнитные частицы (МЧ) используются в
качестве твердофазных носителей для аффинной
сепарации и концентрирования аналита. В насто-
ящее время МЧ, функционализированные анти-
телами, широко используются в аналитической
химии как для разделения сложных смесей, так и
для специфического определения различных со-
единений [18–21]. Применение МЧ позволяет
преодолеть проблему диффузионных ограниче-
ний, типичную для гетерогенной иммунореак-
ции. Комбинация МЧ с различными методами
определения приводит к сокращению продолжи-
тельности анализа и снижению пределов обнару-
жения за счет уменьшения объема образца и кон-
центрирования определяемого вещества в зоне
измерения соответственно [22–24].

В настоящей работе представлена автоматиче-
ская бионалитическая платформа (АБП) для про-
ведения одновременного флуоресцентного опре-



408

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 5  2022

НЕЧАЕВА и др.

деления методом иммуноанализа на магнитных
частицах четырех кардиомаркеров в плазме крови
пациентов с кардиопатологиями.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Ковалентная иммобилизация антител на магнит-

ных частицах с помощью поверхностной функцио-
нальной аминогруппы (–NH2). Поверхность МЧ
функционализировали моноклональными анти-
телами путем ковалентного связывания через
глутаровый альдегид согласно протоколу произ-
водителя (Силекс, Россия). 1.75 мл смеси 0.025 М
натрий-фосфатного буферного раствора, 22%
глутаральдегида и 6 мг/мл МЧ в конечном объеме
инкубировали в течение 3 ч при комнатной тем-
пературе при постоянном перемешивании. Затем
МЧ промывали 0.025 М натрий-фосфатным бу-
ферным раствором (pH 7.4). После этого 1 мл рас-
твора антител Ат1 (анти-МГ клон 4E2cc, анти-
СРБ клон C2cc, анти-Д-Дм клон DD189cc, анти-
Цис-С клон Cyst24cc), содержащего аскорбино-
вую кислоту (5 мМ), добавляли в суспензию МЧ
до конечной концентрации 0.5 мг/мл и инкуби-
ровали полученную смесь при постоянном пере-
мешивании в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре. Для пассивации свободной поверхностей
магнитных частиц к суспензии добавляли 0.5%
бычьего сывороточного альбумина (БСА) и инку-
бировали в течение 3 ч при постоянном переме-
шивании. Несвязанные антитела и другие избы-
точные реагенты удаляли из суспензии много-
кратной промывкой 0.05 мМ фосфатным
буферным раствором (ФСБ) с pH 7.4. Затем МЧ
ресуспендировали в 1 мл ФСБ с 0.1% БСА для по-
лучения стоковой суспензии 10 мг/мл. Для
предотвращения бактериального загрязнения к
готовой суспензии добавляли 20 мкл 1%-ного
раствора азида натрия. Модификацию МЧ моно-
клональными антителами контролировали не-
конкурентным гетерогенным иммунофермент-
ным анализом (ИФА) на магнитных частицах в
качестве твердой фазы.

Синтез флуоресцентных конъюгатов. Антитела
конъюгировали флуоресцентной меткой следую-
щим образом: 200 мкл 0.1 мМ раствора антител
Ат2 (анти-МГ клоны 7C3cc, анти-СРБ C6cc, ан-
ти-Д-Дм DD255cc и анти-Цис-С Cyst19cc) в
50 мМ ФСБ с pH 7.4 смешивали с 0.5 мМ раство-
ром сложного эфира N-гидроксисукцинимида
бордипиррометенового флуорофора BDP 558/568
(Фл) в диметилсульфоксиде и инкубировали в те-
чение 2 ч в темноте при комнатной температуре
при непрерывном перемешивании. Избыточные
непрореагировавшие реагенты с низкой молеку-
лярной массой удаляли диализом против ФСБ.
Концентрацию антител в конъюгатах определяли
спектрофотометрически с антивидовыми моно-
клональными антителами мыши, конъюгирован-

ными пероксидазой хрена, на микропланшетах,
покрытых антигеном, при λ = 450 нм. Молярное
отношение флуоресцентной метки к антителу в
конъюгатах составляло 1.2–1.5.

Автоматизированная биоаналитическая плат-
форма для одновременного определения биомарке-
ров. Автоматизированная биоаналитическая
платформа для определения биомаркеров на МЧ
методом иммуноанализа была изготовлена в ла-
боратории совместно с Троицким инженерным
центром и позволяет одновременно определять
антигены (Аг) МГ, Цис-С, СРБ и Д-Дм в плазме
крови. Такая платформа состоит из чипа с реаген-
тами, столика-манипулятора, микронасосов Cav-
ro® XCalibur Pump (XC) (Tecan Trading AG,
Швейцария) и системы детекции флуоресценции
с длиной волны возбуждения 532 нм (зеленый
твердотельный диодный лазер). Все действия ма-
нипулятора, насосов и детектора флуоресценции
контролировались программой автоматического
управления, разработанной авторами. Общая
продолжительность процедуры, включая введе-
ние образца, смешивание, инкубацию, промывку
и детектирование сигнала, составила 14 мин.

Автоматизированная биоаналитическая плат-
форма (рис. 1) работает следующим образом. Чип
с реагентами (1) устанавливается на платформу
столика-манипулятора (2) и запускается компью-
терная программа автоматического управления
биоаналитической платформой. Для каждого
аналита имеется отдельная лунка с МЧ, меченны-
ми специфическими антителами. Четыре отдель-
ные лунки чипа подключены к промывочной на-
сосной системе (3) для инкубации и промывки
аналитов. Наконечник (4) разносит плазму крови
в лунки для образцов. Объемы плазмы, необходи-
мые для анализа, зависят от средней концентра-
ции и молекулярной массы белка в плазме крови.
Объемы образцов и флуоресцентного конъюгата
представлены в табл. 1. Для проведения автома-
тического анализа аналиты разделены на две
группы с высокой (СРБ и Цис-С) и низкой (МГ и
Д-Дм) концентрацией в крови. Образец плазмы
для определения МГ и Д-Дм разбавляют в два ра-
за флуоресцентными конъюгатами, а в случае
СРБ и Цис-С – в десять раз. Такая схема разбав-
ления позволяет учесть разницу концентраций
аналитов в два порядка. После добавления образ-
ца плазмы крови к MЧ и флуоресцентному конъ-
югату на поверхности МЧ формируется комплекс
Ат1–Аг–Ат2-Фл. Не связавшиеся в комплекс ре-
агенты удаляются с помощью промывки лунок
раствором ФСБ, при этом МЧ удерживаются в
лунке внешним магнитным полем от постоянно-
го магнита (NdFeB).

Образцы плазмы крови были предоставлены
городской клинической больницей № 51 и про-
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анализированы в больнице на автоматическом
анализаторе Siemens.

Флуоресцентные измерения с поверхности
МЧ выполняли с использованием флуоресцент-
ного анализатора (5) – спектрометра innoRam
(BWTech) с лазером 532 нм (максимальная мощ-

ность 40 мВт), оснащенного видеомикроскопом
BAC102. Объектив PL L 10/0.40 фокусирует лазер-
ный луч в пятно шириной 210 мкм. Интенсивность
излучения лазера оптимизировали для каждого ана-
лита (см. табл. 1). Все эксперименты проводили в
трехкратной повторности. Рассчитывали среднее
значение и доверительный интервал.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Биомаркеры определяли одностадийным ме-
тодом иммуноанализа на МЧ с флуоресцентным
детектированием. Спектр флуоресценции краси-
теля BDP 558/568 представлен на рис. 2. В каче-
стве аналитического сигнала в разработанной ме-
тодике использовали максимальную интенсив-
ность спектров флуоресценции. Принцип
анализа и схема его проведения подробно описа-
ны в работе [25].

Пределы обнаружения аналитов предлагаемым
методом составляют: для МГ 5.7 нг/мл (0.32 нмоль/л),
для Цис-С – 143 нг/мл (10.7 нмоль/л), для СРБ –

Рис. 1. Схема работы автоматизированной биоанали-
тической платформы для одновременного количе-
ственного анализа. 1 – чип с реагентами, 2 – плат-
форма манипулятора, 3 – система промывочных на-
сосов, 4 – наконечник, 5 – детектор флуоресценции.
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Таблица 1. Условия одновременного автоматического определения четырех аналитов

Условие МГ Цис-С СРБ Д-Дм

Объем образца плазмы, мкл 5 1 1 10
Объем флуоресцентного конъюгата, мкл 5 8 8 10
Концентрация флуоресцентного конъюгата, мкг/мл 10 8 8 10
Время инкубации, мин 5 5 3 10
Интенсивность лазерного излучения для физиологи-
ческих концентраций, мВт

20 4 4 30

Интенсивность лазерного излучения для патологиче-
ских концентраций, мВт

4 1.2 1.2 12

Рис. 2. Спектр флуоресценции красителя бордипир-
рометенового флуорофора BDP 558/568.
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67 нг/мл (2.7 нмоль/л), для Д-Дм – 61 нг/мл
(0.34 нмоль/л) [25].

Автоматизация может упростить мультиплекс-
ное обнаружение за счет сокращения затрат вре-
мени на рутинные процедуры, такие как промыв-
ка и перенос реагентов, а также за счет выполне-
ния нескольких процессов одновременно.

Ранее одновременное определение четырех
кардиомаркеров в плазме крови с помощью авто-
матизированной биоаналитической платформы
проводили в плазме крови доноров с физиологи-
ческими концентрациями кардиомаркеров. В на-
стоящей работе аналитические возможности
платформы расширены и выполнено определе-
ние патологических концентраций аналитов.
Расширение диапазона определяемых содержа-
ний границ стало возможным за счет дополни-
тельной регистрации флуоресцентного сигнала в
условиях, отличных от условий регистрации сиг-
нала от образцов с физиологическими параметра-
ми (табл. 1). Такой подход позволяет получать ко-
личественные данные о концентрации белков за
пределами их физиологических значений без
проведения дополнительных операций по разве-
дению образца, в отличие от анализа методом ИФА.
Исследовали образцы крови пациентов с кардиопа-
тологией. Результаты автоматизированного опреде-
ления концентраций кардиомаркеров в образцах
крови 17 пациентов с кардиопатологией представле-

ны в табл. 2 в сравнении с показателями концентра-
ций маркеров, предоставленных ГКБ № 51.

Из табл. 2 видно, что с учетом стандартной по-
грешности определения результаты, полученные
с использованием разработанной биоаналитиче-
ской платформы, соответствуют данным ГКБ
№ 51. Диапазон определяемых концентраций в
плазме крови с помощью АБП для СРБ составля-
ет 200–25000 нг/мл, для Цис-С 770–2600 нг/мл,
для МГ 14–135 нг/мл, для Д-Дм 8–10000 нг/мл.

Разработанный способ флуоресцентного им-
муноанализа с использованием магнитных мик-
рочастиц позволяет проводить автоматизирован-
ное одновременное определение четырех кардио-
маркеров в диапазоне как физиологических
концентраций, так и за их пределами с использо-
ванием 17 мкл плазмы крови в течение 14 мин. Ре-
зультаты автоматизированного экспресс-опреде-
ления кардиомаркеров от 17 пациентов, выпол-
ненного на разработанной автоматической
установке, коррелируют со значениями, получен-
ными на автоматическом анализаторе Siemens в
больнице № 51. Предлагаемый прототип может
быть преобразован в стационарный прибор для
экспресс-анализа крови и дифференциальной
диагностики.

Работа выполнена за счет средств госзаданий
АААА-А19-119071890024-8 и AAAA-A19-
119110790066-5 и гранта РФФИ 20-21-00080.

Таблица 2. Результаты (нг/мл) одновременного определения кардиомаркеров в плазме крови пациентов с кар-
диопатологией с использованием разработанной автоматической биоаналитической платформы и данные, по-
лученные в больнице № 51

№
пробы

СРБ Цис-С МГ Д-Дм

АБП больница АБП больница АБП больница АБП больница

1 25000 ± 500 62060 1500 ± 100 1170 135 ± 10 141 500 ± 50 –
2 800 ± 100 730 1800 ± 100 1770 51 ± 7 58 500 ± 50 233
3 19300 ± 500 16010 2600 ± 100 2170 51 ± 7 53 3220 ± 100 3728
4 1450 ± 100 1380 1150 ± 50 – 47 ± 7 – 550 ± 50 586
5 13700 ± 500 14970 1600 ± 100 – 52 ± 7 – 10000 ± 500 23312
6 15000 ± 500 41500 1150 ± 50 1150 67 ± 7 64 2900 ± 100 2915
7 1780 ± 100 1790 790 ± 50 760 41 ± 7 42 200 ± 30 377
8 1600 ± 100 2030 950 ± 50 990 44 ± 7 41 1400 ± 100 1509
9 18000 ± 500 11170 1070 ± 50 960 44 ± 7 49 700 ± 50 621

10 25000 ± 500 45170 1600 ± 100 1350 74 ± 10 74 680 ± 50 582
11 16500 ± 500 16640 2300 ± 100 2111 88 ± 10 70 10000 ± 500 –
12 2000 ± 100 470 1320 ± 50 1320 42 ± 7 42 600 ± 50 –
13 12000 ± 500 8700 1700 ± 100 1650 44 ± 7 46 200 ± 30 206
14 3700 ± 300 3550 1100 ± 50 830 55 ± 7 30 600 ± 50 –
15 1700 ± 100 4700 1700 ± 100 – 40 ± 7 – 420 ± 50 566
16 6000 ± 300 4930 1030 ± 50 1020 60 ± 7 61 950 ± 50 956
17 25000 ± 500 64030 900 ± 50 700 54 ± 7 56 1300 ± 100 981
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Авторы выражают благодарность больнице
№ 51 за предоставленные образцы плазмы крови.
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