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На основе технологии фосфоресцентного анализа (ФОСФАН) разработана экспериментальная те-
стовая система для одновременного определения маркеров состояния функции щитовидной желе-
зы – свободного тироксина (fT4) и тиреотропного гормона (TSH) – в высушенных образцах крови
человека. Иммуноанализ гормонов проводили с использованием специфических микроэрреев
(диаметр 0.35 мм), напечатанных на дне лунок полистиролового 96-луночного микропланшета, и
системы детекции на основе полистироловых наночастиц (диаметр 46 ± 14 нм), содержащих инкор-
порированную длительно люминесцирующую фосфоресцентную метку (1960 молекул на частицу)
на основе хелатных комплексов Eu(III). Интенсивность флуоресценции измеряли в режиме временного
разрешения. Исследованы значения аналитических параметров и возможные ограничения разработан-
ной системы. Система обеспечивала одновременное обнаружение высокомолекулярных и низкомоле-
кулярных соединений в клинически значимых диапазонах концентраций – от 2.0 до 50 пмоль/л для fT4
и от 0.8 до 50 мкМЕ/мл для TSH. Чувствительность анализа составила 1.0 ± 0.2 пмоль/л (fT4) и 0.3 ±
± 0.1 мкМЕ/мл (TSH), что соответствовало порогам обнаружения 3 × 10–18 моль Т4 и 0.9 × 10–9 МЕ TSH.
Тест правильно определил концентрации TSH и Т4 в стандартных образцах, используемых в про-
граммах оценки качества, а также тиреоидный статус исследованных пациентов (n = 48). Результаты
определения гормонов в высушенных пятнах крови с помощью экспериментальной тестовой систе-
мы хорошо коррелировали с результатами определения гормонов в образцах сыворотки с использо-
ванием коммерческих наборов (r = 0.9730 для TSH и r = 0.8585 для свободного Т4). Основной недо-
статок системы состоит в высокой вариабельности результатов измерений (до 20%), что ограничи-
вает возможность ее использования для количественного определения уровня гормонов в крови
пациента. Мы считаем, что эта система может быть полезна для выявления нарушений функции
щитовидной железы в рамках существующих программ неонатального скрининга на врожденный
гипотиреоз, а также при массовых скрининговых обследованиях групп риска взрослого населения,
в частности в экологически неблагоприятных регионах.
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croarrays), тиреотропный гормон (TSH), свободный тироксин (fT4), сухие пятна крови (DBS)
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ВВЕДЕНИЕ

Перспективное направление в развитии со-
временных иммуноаналитических методов связа-
но с созданием мультиплексных тестовых систем
для одновременного определения в исследуемом

образце нескольких (множества) аналитов. Реги-
страция сигнала от каждого из аналитов в мульти-
плексном формате становится возможной благо-
даря использованию метчиков с различными
спектрально-люминесцентными свойствами [1, 2]
либо вследствие пространственного разделения

Сокращения: Bi – биотин; BSA – бычий сывороточный альбумин; DBS – сухие пятна крови (Dried blood spots); DMSO –
диметилсульфоксид; EDC – водорастворимый карбодиимид; fT4 – свободный тироксин; Ilum – интенсивность люминес-
ценции; SD – стандартное отклонение (standard deviation); Str – стрептавидин; TRF – флуоресценция (люминесценция) с
временным разрешением (Time-resolved fluorescence); TSH– тиреотропный гормон (Thyroid stimulating hormone); TSH-эр-
реи – микроэрреи (microarrays) для выявления TSH; Т4-эрреи – микроэрреи для выявления Т4; ИФА – иммуноферментый
анализ; МКА – моноклональные антитела; ФОСФАН (PHOSPHAN) – фосфоресцентный анализ (Phosphorescence analysis).
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аналитов на твердой поверхности [3–8]. Второй
подход был реализован нами при создании отече-
ственной технологии фосфоресцентного анализа
(ФОСФАН); в этом случае биочипы (микроэр-
реи) формируют на дне лунок многолуночного
полистиролового микропланшета и используют
длительно люминесцирующие метчики, сигнал
от которых регистрируется в режиме временного
разрешения (TRF) при сканировании поверхно-
сти лунки с помощью импульсного индикатора
фосфоресценции [9]. Были предложены мульти-
плексные тестовые системы для выявления ряда
биологически активных соединений [10, 11], в том
числе при проведении скрининговых программ
обследования населения [12, 13].

Применение мультиплексных тестов несо-
мненно актуально для решения такой важной за-
дачи, как ранняя диагностика дисфункции щито-
видной железы человека. В качестве основных
маркеров тиреоидных заболеваний обычно ис-
пользуют гормон щитовидной железы тироксин
(Т4) и тиреотропный гормон гипофиза (TSH) [14].
Определение их уровня обычно проводится при
исследовании сывороток венозной крови [15].
Однако для массовых скрининговых исследова-
ний более перспективным источником биологи-
ческого материала могут служить высушенные на
фильтровальной бумаге образцы капиллярной кро-
ви (DBS); это связано со снижением стоимости сбо-
ра, транспортировки и хранения таких образцов,
а также снижением травматичности и инфекцион-
ной опасности проводимого исследования [16–18].

Ранее нами предложен подход к одновремен-
ному определению TSH и Т4 в сухих образцах крови
человека с использованием технологии ФОСФАН
и длительно люминесцирующего комплекса Pt-ко-
пропорфирина в качестве метчика биомолекул [19].
Метод позволял измерять уровни TSH и общего Т4
в диапазонах концентраций, применяемых при
скрининге новорожденных на врожденный гипо-
тиреоз. Однако чувствительность этого подхода
оказалась недостаточной для обследования взрос-
лых пациентов, что было обусловлено рядом при-
чин. Во-первых, у взрослых пациентов концен-
трация TSH может быть очень низкой [20]. Кроме
того, при обследовании таких пациентов большей
диагностической ценностью обладает определение
свободной, не связанной с белками фракции Т4
(fT4), доля которой составляет лишь 0.03% от об-
щего количества Т4 в крови [21]. Более того, по-
скольку для анализа используют бумажный диск
диаметром 3.2 мм, способный впитать всего 3 мкл
цельной крови человека, то экстрагируемый из
него объем пробы примерно в 100 раз ниже, чем
объем сывороточных проб. Попытки увеличить
число исследуемых дисков приводили к сниже-
нию специфичности и необходимости введения
стадии предварительной экстракции исследуе-

мой пробы из диска, что усложняло процедуру
проведения анализа.

Повышение чувствительности теста для одно-
временного определения указанных гормонов в
сухих пятнах крови взрослых пациентов стало
возможным с появлением новых методов детекции
на основе фосфоресцентных наночастиц [22, 23].
Синтезированы и детально охарактеризованы
полистироловые наночастицы, покрытые стреп-
тавидином и содержащие инкорпорированную
фосфоресцентную метку (хелатные комплексы
Eu3+/2-нафтоилтрифторацетон) [22]; продемон-
стрирована возможность их применения для со-
здания высокочувствительной системы для опре-
деления TSH [23].

В настоящей работе исследована возможность
совмещения в едином формате конкурентной
(выявление fT4) и неконкурентной (выявление
TSH) схем анализа с применением детектирую-
щей системы на основе фосфоресцентных нано-
частиц с целью создания тестовой системы для
одновременного количественного определения
уровня гормонов fT4 и TSH в сухих пятнах крови
человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для разработки тестовой системы одновре-

менного определения маркеров щитовидной же-
лезы TSH и fT4 в сухих пятнах крови использова-
ли технологию ФОСФАН [9]. На дне лунок стан-
дартных полистироловых 96-луночных планшетов
для микроанализа (рис. 1а) иммобилизовали мик-
роэрреи (микрозоны диаметром 0.35 мм), предна-
значенные для выявления TSH (TSH-эрреи) или Т4
(Т4-эрреи). На стадии иммуноанализа гормоны
экстрагировали из исследуемого образца (про-
питанного кровью бумажного диска диаметром
3.2 мм) в раствор, где взаимодействовали со спе-
цифическими биотинилированными антителами
(рис. 1б). При этом в реакционном растворе одно-
временно осуществлялся сэндвич-анализ TSH и
конкурентный анализ Т4 (рис. 1б). Образующиеся
в результате иммунных реакций комплексы на
микроэрреях TSH и Т4 детектировали с помощью
универсального реагента, представляющего со-
бой полистироловые наночастицы с инкорпори-
рованным хелатом европия, покрытые ковалент-
но связанным стрептавидином (рис. 1в). Для ре-
гистрации результатов анализа дно лунки
планшета сканировали в режиме TRF с помощью
специального прибора-индикатора.

В основу проведения иммуноанализа была по-
ложена схема, оптимизированная ранее для сэнд-
вич-анализа TSH [23]. С учетом этого, было необ-
ходимо оценить пригодность выбранных для де-
текции TSH условий (длительность отдельных
стадий иммуноанализа, концентрация биотини-
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лированных антител и детекторных наночастиц)
для конкурентного анализа свободной фракции
гормона Т4. Определение данного низкомолеку-
лярного гормона проводили с использованием
биотинилированных моноклональных анти-Т4-
антител и Т4-эрреев, содержащих конъюгиро-
ванный с белком аналит. Так как метод опреде-
ления fT4 в сухих пятнах крови должен обладать
очень высокой чувствительностью (порог обна-
ружения не более 3 × 10–18 моль Т4 из образца, со-
держащего 3 мкл крови), мы использовали извест-
ный гетерологичный подход к построению имму-
ноанализа низкомолекулярных соединений [24].

На Т4-эрреях иммобилизовали конъюгат
трииодтиронина Т3-BSА, с которым используе-
мые моноклональные анти-Т4-антитела связыва-
лись несколько слабее, чем с Т4, обеспечивая тем
самым более сильное ингибирование связывания
при низких уровнях аналита в исследуемой пробе.
Для оптимизации иммуноанализа fT4 было изуче-
но влияние количества анти-Т4-антител в реак-
ционной смеси на характер кривых ингибирова-
ния сигнала люминесценции, регистрируемого
на Т4-эрреях (рис. 2). Максимальный наклон кри-
вых ингибирования достигался при добавлении 1 нг
биотинилированных антител на лунку (рис. 2).
Остальные условия, выбранные ранее для опре-
деления TSH, являлись оптимальными и для детек-
ции fT4. При этом обеспечивался 1000-кратный ди-
намический диапазон сигналов люминесценции,
регистрируемых на Т4-эрреях: от 100000 отн. ед. при
исследовании образцов, не содержащих Т4, до

фоновых значений менее 100 отн. ед. при иссле-
довании образцов с высоким уровнем Т4, обеспе-
чивающим полное ингибирование специфиче-
ского связывания анти-Т4-антител с Т4-эрреями.
Имеряемые концентрации охватывал клинически
важный диапазон 0 (2)–50 пмоль/л fT4 (рис. 2).

Совмещение конкурентного иммуноанализа fT4
и сэндвич-анализа TSH в едином формате не ока-
зывало влияния на специфичность определения
гормонов из сухих образцов цельной крови чело-
века, что подтверждалось отсутствием перекрест-
ной реактивности компонентов иммунореакции.
Наличие в пробе TSH в высокой концентрации
(до 250 мкМЕ/мл) не влияло на результат определе-
ния fT4 (вариации в уровне сигнала не выходили за
пределы приборной ошибки измерений); и наобо-
рот, высокая концентрация fT4 (до 200 пмоль/л) не
оказывала влияния на результат определения TSH.
Использование в реакционной смеси биотинили-
рованных анти-Т4-антител в выбранной концен-
трации (1 нг на лунку) не приводило к росту фо-
нового сигнала, регистрируемого на TSH-эрреях.
С другой стороны, для сохранения невысокого
(не более 100 отн. ед.) уровня фонового сигнала
на Т4-эрреях требовалось некоторое снижение
содержания биотинилированных анти-TSH-ан-
тител. Добавление в реакционную смесь бумаж-
ного диска, пропитанного кровью человека, не
содержащей Т4 и TSH, не приводило к заметному
изменению уровня сигнала, регистрируемого на
Т4- и TSH-эрреях; это свидетельствовало об от-
сутствии неспецифического влияния различных

Рис. 1. Схема одновременного определения TSH и fT4 методом ФОСФАН с использованием фосфоресцентных нано-
частиц, где (а) – лунка 96-луночного планшета с нанесенными на дне микроэрреями для выявления TSH и Т4; (б) –
иммунореакции TSH и Т4, экстрагирующихся из исследуемого сухого образца крови (DBS), с меченными биотином
(Bi) специфическими антителами и микроэрреями; (в) – детекция образовавшихся иммунных комплексов с помощью
покрытых стрептавидином (Str) наночастиц с инкорпорированным европием (Eu).
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компонентов крови человека или бумажных во-
локон из диска на результат анализа.

При создании калибровочных проб для двой-
ного теста (высушенные на бумаге пятна крови,
содержащие смесь двух гормонов) возникла про-
блема выбора методов, способных правильно из-
мерить содержание свободной (несвязанной с бел-
ками) фракции Т4 или очень низкие уровни TSH.
Так как аттестованные наборы для решения этих
задач отсутствуют, мы разработали свои подходы
к ориентировочной оценке концентрации обоих
гормонов в калибровочных пробах. При подго-
товке калибровочных проб путем добавления
определенных количеств Т4 в раствор эритроци-
тарной массы, предварительно очищенной от
гормонов и доведенной сывороточными белка-
ми, получаемые уровни свободной фракции Т4 не
зависели линейно от уровня добавленного Т4.
При увеличении уровня Т4 в крови доля гормона,
связанного с белками крови, снижалась, что вы-
звано, по-видимому, ограниченным количеством
мест связывания с Т4 на соответствующих белках
крови. Высушивание проб крови на бумаге и по-
следующая экстракция гормона в реакционный
раствор вносили дополнительные изменения в
состояние равновесия гормон-белок. В связи с
этим, для правильной оценки уровня fT4 в калиб-
ровочных пробах были приготовлены специаль-
ные стандарты в виде высушенных пятен крови,
получаемой смешением отмытой эритроцитар-
ной массы с сыворотками крови человека с из-

вестным содержанием fT4. Концентрацию TSH в
изготовленных калибровочных пробах измеряли
с помощью коммерческого набора реагентов для
неонатального скрининга. Так как чувствитель-
ность этого набора недостаточна для измерения
уровней TSH ниже 2 мкМЕ/мл, была примене-
на модифицированная методика анализа [20],
включавшая стадию предварительной экстрак-
ции гормона из 5 дисков с последующим изме-
рением концентрации TSH в полученном экс-
тракте. Диапазоны измеренных таким образом
концентраций в калибровочных пробах составили
0 (2)–50 пмоль/л fT4 и 0 (0.8)–50 мкМЕ/мл TSH.

Оценена возможность повышения чувстви-
тельности анализа обоих гормонов путем увели-
чения их концентрации в реакционном растворе
за счет использования меньшего объема буфера,
экстрагирующего гормоны из бумажного диска.
Благодаря проведению реакции на микроэрреях,
объем буферного раствора в лунке можно было
снизить с 200 до 15 мкл. Однако, в ходе этих опы-
тов было обнаружено, что наряду с ожидаемым
повышением чувствительности анализа суще-
ственно возрастала вариабельность результатов.
Яркость результирующего свечения микроэрре-
ев, расположенных в центре дна некоторых лунок
планшета, становилась заметно слабее или пол-
ностью исчезала, при этом доля таких лунок мог-
ла достигать 20%. Вероятно, наблюдаемый эф-
фект вызван использованием интенсивного пере-
мешивания при проведении реакции, что было
необходимо для полной экстракции исследуемых
гормонов из образца, но могло приводить к меха-
ническому стиранию микроэрреев бумажным
диском в центре дна лунки планшета. В результа-
те коэффициент вариации (КВ) измеряемых зна-
чений концентрации гормонов резко возрастал,
особенно, при определении fT4, когда КВ мог
превышать 50%. Существенное возрастание ошиб-
ки измерения fT4, по-видимому, свидетельствует
о том, что конкурентный тип твердофазного им-
муноанализа более чувствителен к вариациям в
содержании иммобилизованных на твердой фазе
аналитов, чем сэндвич-анализ. Выбранный объ-
ем реакционного буфера, при котором доля обна-
руженных “дефектных” лунок не превышала 0.1%,
составил 100 мкл. Увеличение объема не снижало
вариабельность результатов, но приводило к про-
порциональному уменьшению чувствительности
анализа гормонов. Таким образом, в ходе прове-
денных исследований были выявлены определен-
ные ограничения в использовании преимуществ
метода микроэрреев при анализе высушенных на
бумаге пятен биологических жидкостей.

Рис. 2. Зависимость интенсивности регистрируемого
сигнала на Т4-эрреях от концентрации гормона fT4 в
исследуемом образце по результатам иммуноанализа в
присутствии различных количеств биотинилирован-
ных анти-Т4-антител (1 – 2.0 нг/лунка; 2 – 1.0 нг/лун-
ка; 3 – 0.5 нг/лунка и 4 – 0.25 нг/лунка).

100 000

10 000

10

4 3
2

1

100
fT4, пмоль/л

I л
ю

м
, о

тн
. е

д.

1000
1



174

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 2  2020

БЕКМАН и др.

Достигнутые параметры
мультиплексной системы

Разработанная тестовая система позволяет
проводить одновременное определение гормо-
нов fT4 и TSH в диапазонах концентраций, кли-
нически важных для обследования как новорож-
денных, так и взрослых пациентов. Калибровоч-
ные кривые имеют линейный характер в диапазоне
от 2 до 50 пмоль/л тироксина (рис. 3а) и от 0.8
до 50 мкМЕ/мл тиротропина (рис. 3б). Чувстви-
тельность анализа (рассчитана по формуле,
описанной в эксперимент. ч.), составила 1.0 ±
± 0.2 пмоль/л fT4 и 0.3 ± 0.1 мкМЕ/мл TSH, что
соответствует порогам обнаружения в сухом об-
разце 3 × 10–18 моль Т4 и 0.9 × 10–9 МЕ TSH. По
данному параметру двойной тест значительно
опережает коммерческие тестовые системы для
анализа fT4 (40 × 10–18 моль Т4), но уступает наи-
более чувствительным из существующих в настоя-
щее время тестам на TSH (0.1 × 10–9 МЕ TSH) [15].
Однако, следует учитывать, что коммерческие те-
сты предназначены для анализа жидких сыворо-
ток, а не высушенных образцов цельной крови.

Воспроизводимость и правильность измерений
концентрации гормонов оценивали по результа-
там анализа контрольных проб с известным содер-
жанием гормонов (процедура расчета этих показа-
телей описана в эксперимент. ч.). Двойной тест
позволил правильно определить концентрации
TSH и Т4 в стандартных образцах, полученных в
рамках международных и российских программ

внешней оценки качества измерений (табл. 1).
Исследование воспроизводимости метода выяви-
ло значительную вариабельность (до 20%) резуль-
татов анализа обоих гормонов как в одной поста-
новке, так и между постановками анализа. Со-
гласно ГОСТ Р 51352-2013, допустимое значение
коэффициента вариации результатов при коли-
чественном определении аналитов в высушен-
ных на бумаге пятнах крови составляет 15%. На-
блюдаемые в двойном тесте более высокие значе-
ния этого показателя связаны, по-видимому, с
использованием меченых наночастиц, часть ко-
торых может десорбироваться с микроэрреев в
составе крупных иммунокомплексов.

Таким образом, использование детекторной
системы на основе фосфоресцентных наночастиц
позволяет кардинально (более чем в 10 раз) повы-
сить чувствительность анализа, однако приводит
к существенному увеличению вариабельности его
результатов. Экспериментальные подходы к улуч-
шению воспроизводимости результатов прораба-
тываются нами в настоящее время.

Исследование клинических образцов
Аналитические характеристики двойного те-

ста оценивали при анализе клинических образ-
цов крови от пациентов с различным тиреоидным
статусом, в том числе от 24 пациентов с эутирео-
зом (TSH и Т4 в норме), 14 пациентов с гипоти-
реозом (Т4 снижен и/или TSH повышен) и 10 па-
циентов с гипертиреозом (Т4 повышен и/или TSH

Рис. 3. Типичные калибровочные графики для одновременного определения TSH (а) и fT4 (б) в сухих пятнах крови:
кривая зависимости интенсивности люминесценции (Ilum) на TSH-эррреях от концентрации TSH в исследуемых образцах

и кривая зависимости степени ингибирования интенсивности люминесценции  на Т4-эрреях от концентрации
fT4 в исследуемых образцах. Приведены средние значения интенсивностей при 10 повторных измерениях.
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снижен). Сыворотки крови этих пациентов были
аттестованы по содержанию тиреоидных гормо-
нов соответствующими коммерческими наборами
для ИФА. Сравнение результатов детекции гор-
монов в сухих пятнах и в сыворотках крови пока-
зало высокую степень корреляции при анализе
ТТГ (r = 0.9730, n = 48) (рис. 4а). Корреляция ре-
зультатов определения fT4 была несколько ниже
(r = 0.8585, n = 48) (рис. 4б); это можно объяснить
тем, что разные методы определения уровня сво-
бодного, несвязанного с белками, гормона вносят
свои искажения в равновесие гормон – белок,
особенно при использовании различных типов
исследуемых образцов (сывороток или высушен-
ных на бумаге пятен цельной крови).

Важным условием для применения разрабо-
танного двойного теста для диагностики состоя-
ний функции щитовидной железы является спо-
собность правильно оценивать тиреоидный статус
пациента по результатам исследования высушен-
ных образцов крови. Было показано, что у здоро-
вых пациентов измеренные концентрации обоих
гормонов соответствовали нормальным значени-
ям (3.0–8.0 пмоль/л fT4 и 0.15–1.8 мкМЕ/мл TSH);
у всех 4 пациентов с высоким уровнем fT4 в сыво-
ротке обнаружены повышенные значения fT4 в
сухих образцах; и, наконец, у всех 5 пациентов с
пониженным содержанием fT4 в сыворотке выяв-
лены низкие уровни fT4 в двойном тесте. Анало-
гичная корреляция результатов была выявлена
при измерении концентрации TSH в сухих образ-
цах и сыворотках крови от 9 и 6 пациентов с высо-
ким и низким уровнем этого гормона соответ-

ственно. У 4 пациентов, в сыворотках которых
(по данным ИФА) были определены очень низ-
кие уровни ТТГ (менее 0.001 мкМЕ/мл), значе-
ния его концентрации в двойном тесте были су-
щественно ниже расчетной чувствительности
анализа. В целом, проведенные исследования по-
казали, что использование двойного теста для из-
мерения уровня TSH и fT4 в сухих пятнах крови
позволило правильно оценить тиреоидное состо-
яние всех обследованных пациентов.

Таким образом, разработана тестовая система
для одновременного определения основных мар-
керов состояния функции щитовидной железы
(TSH и fT4) в высушенных образцах крови чело-
века. Исследованы возможности и ограничения
таких систем для выявления высокомолекуляр-
ных (TSH) и низкомолекулярных (Т4) соедине-
ний при совмещении технологии микроэрреев
и детекторных фосфоресцентных наночастиц в
многолуночном формате полистироловых план-
шетов. Аналитические параметры теста позволя-
ют проводить измерение гормонов в клинически
важных диапазонах концентраций. Используя
результаты анализа, можно правильно диагно-
стировать тиреоидный статус пациента – эути-
реоз, гипотиреоз или гипертиреоз. Высокая вариа-
бельность результатов ограничивает возможность
использования тестовой системы для количе-
ственного обследования уровня гормонов у кон-
кретного пациента. Предложенный подход более
применим для массовых скрининговых исследо-
ваний с целью выявления тиреоидных патологий
как у новорожденных, так и в группах риска

Таблица 1. Результаты одновременного определения концентрации TSH и fT4 в стандартных образцах сухих пятен
крови человека

* Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta, USA).
** Федеральная система внешней оценки качества (Россия).

Исследуемый материал
Концентрация TSH, мкМЕ/мл Концентрация fT4, пмоль/л

заданная измеренная
тестовой системой заданная измеренная

тестовой системой

Стандартный образец из тестовой 
системы

6.5–11.2 7.8 ± 1.2 5.2– 9.1 7.0 ± 1.1

Стандартные образцы CDC*
лот 1411 8.0–14.3 9.3 ± 1.4
лот 1412 14.9–23.6 18.3 ± 2.9
лот 1413 30.2–49.1 39.4 ± 6.1
лот 1302 5.0–8.6 7.4 ± 1.2
лот 1303 8.8–14.1 11.4 ± 1.8
Стандартные образцы ФСВОК**
лот 1–17 3.9–6.1 4.8 ± 0.8
лот 2–17 18.5–28.1 24.2 ± 3.8
лот 3–17 11.8–18.1 14.7 ± 2.3
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взрослого населения, особенно в экологически
неблагополучных регионах, для которых характе-
рен высокий уровень развития патологий щито-
видной железы.

Полученные результаты могут быть использо-
ваны при создании мультиплексных систем для
одновременного иммунохимического определе-
ния аналитов (TSH, иммунореактивный трип-
син, Т4 и 17α-гидроксипрогестерон) в рамках су-
ществующих программ неонатального скринин-
га, а также при разработке других программ
массового обследования населения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биологические материалы и реагенты, исполь-
зованные в работе, перечислены ниже:

– стандартные образцы сухих пятен крови с
известным содержанием TSH и Т4, полученные
из Centers for Disease Control and Prevention (CDC,
Atlanta, USA) в рамках международной програм-
мы контроля качества измерений в неонатальном
скрининге (NSQAP);

– стандартные образцы сухих пятен крови с
известным содержанием TSH, полученные из
Центра внешнего контроля качества клиниче-
ских лабораторных исследований (Россия) в рам-
ках Федеральной системы внешней оценки каче-
ства (ФСВОК);

– стандартные образцы сывороток крови че-
ловека с известным содержанием fT4 (Bio-Rad);

– пятна крови от 48 пациентов, сыворотки
крови которых были предварительно охарактери-
зованы по содержанию TSH и fT4 в лаборатории
ХЕМА. Из них у 9 пациентов уровень TSH был
повышен и у 6 пациентов – понижен, fT4 повы-
шен у 4 пациентов и понижен у 5 пациентов;

– первичные (немеченые) моноклональные
антитела (МКА) к β-субъединице молекулы TSH
(ИММУНОСКРИН, Россия) для иммобилиза-
ции в виде улавливающих микроэрреев в лунках
планшета;

– детекторные МКА к другому эпитопу β-субъ-
единицы молекулы TSH (ИММУНОСКРИН) и
МКА к Т4 (ИММУНОСКРИН) в виде конъюга-
тов с биотином, синтезированных по стандарт-
ной методике в соответствии с инструкцией для
биотин-N-гидроксисукцинимидному эфиру ком-
пании “Sigma”. Концентрация белка в конъюга-
тах – 1 мг/мл, нагрузка биотина – 5–10 моль/
моль белка.

Получение конъюгированного антигена Т3-BSA.
Для синтеза использовали Т3 – 3,3',5-трийодо-
тиронин (triiodo-L-thyronine, Sigma, 95–98%),
DMSO (Helicon, ACS Grade, 99.9%), BSA (Sigma,
99%) и водорастворимый карбодиимид EDC (Sig-
ma). 5 мг Т3 растворяли в 5 мл смеси DMSO и ди-
стиллированной воды (1 : 1) и приливали в рас-
твор 5 мг BSA в 2 мл воды. Добавляли 20 мг EDC.
Перемешивали в течение 24 ч при температуре 2–
8°С, диализовали против дистиллированной во-
ды и концентрировали до 1 мг/мл. Полученный
конъюгат содержал 15 моль Т3 на 1 моль BSA.

Рис. 4. Сравнение результатов одновременного определения гормонов TSH (а) и fT4 (б) в высушенных образцах крови
пациентов с результатами исследования сывороток крови этих пациентов коммерческими ИФА-тестами фирмы ХЕМА.
Для удобства сравнения значения концентрации гормонов приведены в пересчете на содержание в крови.
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Формирование эрреев. Для формирования эр-
реев использовали планшеты полистироловые
96-луночные с плоским дном (Nunc, MaxiSorb).
Микроэрреи печатали контактным способом с
помощью наноплоттера (ИММУНОСКРИН) с
использованием игл диаметром 0.5 мм. На дне
каждой лунки планшета формировали по 4 оди-
наковые микрозоны для TSH- и Т4-эрреев (схема
расположения микрозон приведена на рис. 1а), с
использованием, соответственно, первичных ан-
ти-TSH-МКА и Т3-BSA в концентрации 0.1 мг/мл.
Планшет инкубировали в течение 18 ч при темпе-
ратуре 4°С, затем отмывали промывочным рас-
твором (0.01 М Трис-HCl-буфер, pH 7.75, содер-
жащий Tween-20 – 0.02%, NaCl – 8.7 мг/мл и
NaN3 – 0.02%), вносили блокировочный раствор
(0.5% раствор BSA) по 100 мкл в лунку и инкуби-
ровали в течение 1 ч при комнатной температуре
с последующей аспирацией и высушиванием на
воздухе.

Приготовление сухих калибровочных проб. Для
приготовления проб использовали бланки из
фильтровальной бумаги (Watman, 903), L-тирок-
син (Sigma), TSH (НИИ Эндокринологии, актив-
ность 7 МЕ/50 мкл) и эритроцитарную массу кро-
ви доноров, очищенную от гормонов Т4 и TSH
(не более 5 нмоль/л Т4 и 0.001 мкМЕ/мл TSH).
Для приготовления 6 калибровочных проб в рас-
твор эритроцитарной массы (значение гемато-
крита 50–55%) добавляли TSH и L-тироксин в
соотношении: 0/0; 0.8/2.5; 2/30; 5/60, 15/120;
50/240 мкМЕ/мл TSH/нмоль/л Т4, перемеши-
вали и наносили по 100 мкл на бумажные блан-
ки с последующим высушиванием на воздухе.
Полученные пробы аттестовали по уровню TSH
с помощью тест-системы TSH-НЕОСКРИН
(ИММУНОСКРИН) с использованием методи-
ки постановки анализа, модифицированной, как
описано ранее [23]. Для аттестации проб по уров-
ню fT4 использовали образцы сухих пятен крови,
приготовленные добавлением сывороток крови
человека с известным содержанием fT4 в очищен-
ную эритроцитарную массу (значение гематокри-
та 50–55%).

Характеристика наночастиц для детекции. В
работе использованы биоспецифичные наноча-
стицы, синтезированные по методике, подробно
описанной в работе [22]. Диаметр синтезирован-
ных наночастиц находился в диапазоне от 40 до
60 нм (среднечисленный диаметр 46 ± 14 нм).
Включение фосфоресценцентной метки соста-
вило 1960 молекул на частицу. Для покрытия по-
верхности наночастиц стрептавидином применя-
ли одностадийный метод с использованием EDC.
Полученная нагрузка – 123 молекул стрептавиди-

на на частицу. Концентрация полученных био-
специфичных наночастиц 1012 частиц/мл.

Одновременное определение TSH и fT4 с ис-
пользованием фосфоресцентных наночастиц. В
лунки планшета с иммобилизованными эррея-
ми вносили по 1 диску диаметром 3.2 мм, выре-
занному панчером из калибровочных проб. За-
тем в лунки наливали по 100 мкл реакционного
буфера (0.05 М Трис-HCl-буфер, pH 7.75, содер-
жащий BSA – 0.5% и NaN3 – 0.01%), инкубирова-
ли при встряхивании при 750 об./мин в течение
5 мин, добавляли в каждую лунку по 25 мкл смеси
биотинилированных анти-TSH-МКА (2 нг на
лунку) и анти-Т4-МКА (1 нг на лунку), инкубиро-
вали при встряхивании в течение 1 мин и продол-
жали процедуру инкубации в течение 18 ч при
температуре 4°С. После удаления дисков (Dis-
cRemover, Perkin Elmer) и промывки планшета в
лунки добавляли суспезию покрытых стрептави-
дином фосфоресцентных наночастиц в реакци-
онном буфере (4 × 108 частиц на лунку). После за-
вершения 2-часовой инкубации при встряхивании
при 200 об./мин и проведения 6-кратной промыв-
ки (3 раза промывным буферным раствором и 3
раза дистиллированной водой) планшет высуши-
вали и измеряли интенсивность фосфоресцен-
ции путем последовательного сканирования от-
дельных участков дна лунки планшета лазерным
лучом с длиной волны излучения 340 нм в режиме
выделения длительной люминесценции с макси-
мумом 615 нм. Использовали индикатор фосфо-
ресценции импульсный ИФИ-03 “Диагем” (ре-
гистрационное удостоверение № ФСР 2012/13913
от 08.08.2013 г., ИММУНОСКРИН). Результаты
сканирования представляли в виде цветовой диа-
граммы пространственного распределения интен-
сивности регистрируемого сигнала по дну лунок
планшета, а также в цифровом формате в виде
средних значений сигналов, измеренных при
сканировании 4 микрозон, предназначенных для
выявления каждого аналита. Регистрируемая ин-
тенсивность люминесценции TSH-эрреев, была
прямо пропорциональна, а интенсивность лю-
минесценции Т4-эрреев, – обратно пропорцио-
нальна концентрации гормона в крови.

Чувствительность, воспроизводимость и пра-
вильность определения TSH и fT4. Чувствитель-
ность и воспроизводимость рассчитывали в соот-
ветствии с ГОСТ Р 51352-2013. При оценке чув-
ствительности для каждого исследуемого гормона
на оси ординат соответствующего графика зави-
симости интенсивности люминесценции (Ilum) от
концентрации гормона откладывали среднее ариф-
метическое значение Ilum  для калибровоч-ср

lum( )I
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ной пробы, не содержащей гормонов, плюс (в
случае TSH) или минус (в случае Т4) удвоенное
среднеквадратичное отклонение (SD) и по графи-
ку определяли соответствующее значение на оси
абсцисс (минимально достоверно определяемая
концентрация гормона). Воспроизводимость оце-
нивали величиной коэффициента вариации, ко-
торый рассчитывали (в процентах) как отноше-
ние среднеквадратичного отклонения к среднему
арифметическому значению концентрации гор-
мона в контрольных пробах (число повторных из-
мерений не менее 10). Правильность измерений
концентраций TSH и fT4 проверяли по результа-
там исследования стандартных образцов сухих
пятен крови человека. Если полученные значе-
ния находились в пределах заданного диапазона
концентраций, то результат анализа считали пра-
вильным.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Для проведения исследования использовались

образцы крови пациентов. Сведения о пациентах
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Simultaneous Detection of Thyroid-Stimulating Hormone and Free Thyroxin
in Dried Spots of Human Blood by Using Phosphorescent Nanoparticles

N. I. Bekman*, #, S. Yu. Laricheva*, T. A. Bychenkova**, V. G. Pomelova*, and N. S. Osin**
#Phone: +7 (903) 180-52-85; e-mail: nibeckman@mail.ru

*State Research Institute of Biological Engineering, Volokolamskoe shosse 75/1, Moscow, 125424 Russia
**Immunoscreen Closed Joint Stock Company, Volokolamskoe shosse 75/1, Moscow, 125424 Russia

A Phosphorescence Analysis (PHOSPHAN) – based test system was developed for simultaneous detection of
thyroid-stimulating hormone (TSH) and free thyroxin (fT4), the markers of thyroid function, in dried human
blood samples. The immunoassay was performed at the bottom of polystyrene 96-well microplate wells cov-
ered with analyte-specific microarrays (0.35 mm in diameter). The detection system consisted of polystyrene
nanoparticles (46 ± 14 nm in diameter) with incorporated long luminescent Eu(III) chelate complexes
(1960 molecules/particle). Fluorescence intensity was measured in time-resolved mode (TRF). Human
blood – impregnated 3.2 mm paper disks were used as samples for analysis. Analytical parameter values and
possible limitations of this experimental system were investigated. The system allowed for simultaneous de-
tection of high-molecular weight and low-molecular weight compounds in clinically relevant concentration
ranges, from 2.0 to 50 pmol/L for free T4, and 0.8 to 50 μIU for TSH. The sensitivity of the analysis was 1.0 ±
± 0.2 pmol/L (fT4) and 0.3 ± 0.1 μIU/mL (TSH), which corresponded to the detection thresholds of 3 × 10–18

mol T4 and 0.9 × 10–9 IU TSH. The test determined correctly the TSH and T4 concentrations in standard
samples used in quality assessment programs, as well as the thyroid status of the patients investigated (n = 48).
Results of hormone detection in dried blood spots with our experimental test system correlated well with the
results of hormone detection in serum samples using commercial kits (r = 0.9730 for TSH and r = 0.8585 for
fT4). The main drawback of the system was associated with high variability of measurement results (up to
20%), which limits the possibility of its using to quantify the level of hormones in patient blood. We believe
that this system can be useful for detecting thyroid disorders both in the existing programs of neonatal screen-
ing for congenital hypothyroidism and in mass screening surveys in risk groups of the adult population, in
ecologically unfavorable regions in particular.

Keywords: nanoparticles, Phosphorescence Analysis (PHOSPHAN), microareas (microarrays), Thyroid Stimu-
lating Hormone (TSH), free thyroxin ( fT4), dried blood spots (DBS)
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