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ПРИМЕНЕНИЕ ЗОЛОТЫХ НАНОСТЕРЖНЕЙ В СОЧЕТАНИИ
С МЕТОДОМ СПЕКТРОСКОПИИ ГИГАНТСКОГО КОМБИНАЦИОННОГО 
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Исследовано повышение чувствительности иммунохроматографического анализа (ИХА), достига-
емое при использовании золотых наностержней, модифицированных 5,5'-дитиобис-(2-нитробен-
зойной кислотой). Полученный наномаркер позволяет количественно определять целевой аналит
методами колориметрии и спектроскопии гигантского комбинационного рассеяния (ГКР). Объек-
том исследования выбран один из широко распространенных микотоксинов – охратоксин А (ОТА).
После функционализации золотых наностержней антивидовыми антителами ГКР-активную метку
использовали для выявления иммунных комплексов, образовавшихся в аналитической зоне в ре-
зультате конкурентного взаимодействия между свободным ОТА и конъюгатом гаптен–белок за
центры связывания специфических антител. После проведения ИХА измеряли интенсивность ГКР
5,5'-дитиобис-(2-нитробензойной кислоты). В оптимизированных условиях предел обнаружения
ОТА в колориметрическом режиме детекции составил 1.7 нг/мл, а при регистрации результатов
ИХА методом спектроскопии ГКР – снизился до 33 пг/мл.
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ВВЕДЕНИЕ
В современной практике крайне востребова-

ны аналитические системы, сочетающие про-
стоту проведения, скорость и высокую чувстви-
тельность. Одним из простых в реализации ме-
тодов является иммунохроматографический
анализ (ИХА) [1, 2], не требующий дорогостоящего
оборудования, а его результаты можно получить в
течение 10–15 мин. Принцип метода заключается
во взаимодействии реагентов, заранее нанесенных
на различные участки мультимембранного компо-
зита, с образованием меченого иммунного ком-
плекса, регистрация которого проводится визу-
ально или инструментально исходя из свойств
используемого маркера [3, 4]. В качестве имму-
нохроматографических маркеров используют
главным образом различные виды наночастиц,
что позволяет объединять быстрые взаимодей-
ствия на их поверхности в ходе движения потока
жидкости вдоль мультимембранного композита
и высокочувствительное выявление непосред-
ственно в зоне связывания. Разработаны систе-
мы ИХА на основе наночастиц благородных ме-
таллов [5], квантовых точек [6], нанозимов [7],

магнитных [8], а также наночастиц [9], реги-
стрируемых фото- [10] и флуорометрическими
методами [11], методом спектроскопии гигант-
ского комбинационного рассеяния (ГКР) [12,
13] и другими методами [14, 15]. Инструменталь-
ная регистрация маркеров обеспечивает более
чувствительный ИХА по сравнению с визуаль-
ной и позволяет трансформировать его в количе-
ственный метод.

В представленной работе предложена высоко-
чувствительная аналитическая система, объеди-
няющая ИХА со спектроскопией ГКР. Спектро-
скопия ГКР является перспективным оптиче-
ским методом, основанным на многократном
усилении комбинационного рассеяния (КР) мо-
лекул вблизи металлических поверхностей [16].
Для реализации аналитической системы были
получены золотые наностержни, модифициро-
ванные 5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кисло-
той) (ДТНБ) и антивидовыми антителами, благо-
даря чему результаты ИХА с их использованием
можно регистрировать методами колориметрии и
спектроскопии ГКР. 5,5'-Дитиобис-(2-нитробен-
зойная кислота) обладает выраженным спектром
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КР [17]. Выбор золотых наностержней обуслов-
лен усилением локального электромагнитного
поля вокруг поверхности наночастиц вследствие
продольного и поперечного поверхностного
плазмонного резонанса при падении световой
волны на поверхность металла [18, 19]. При этом,
изменяя размер синтезируемых золотых нано-
стержней, можно изменять положение спек-
тральных пиков поверхностного плазмонного ре-
зонанса в широком диапазоне частот, от видимой
до ближней ИК-области [20]. Ранее было показа-
но, что усиление КР в результате взаимодействия
металлических наночастиц с репортерными мо-
лекулами позволяет снизить предел обнаружения
целевых аналитов в ИХА [21–23].

Целевым аналитом являлся охратоксин А
(ОТА) – вторичный метаболит плесневых грибов
родов Aspergillus и Penicillium [24]. ОТА контами-
нирует многие злаки, бобы, кофе, фрукты, спе-
ции, хлеб и вино, а благодаря устойчивости к
термообработке встречается в продуктах живот-
ного происхождения (молоко и мясо) [25, 26].
ОТА обладает канцерогенным, тератогенным,
нефротоксическим и мутагенным действием,
что делает его крайне опасным для человека [27].
Поэтому востребована разработка высокочув-
ствительных методов выявления и определения
содержания ОТА.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Химические реагенты и материалы. В работе ис-
пользовали следующие реагенты: бычий сыворо-
точный альбумин (БСА) (Boval Biosolutions, США),
золотохлористоводородная кислота (HAuCl4),
Твин-20, конъюгат охратоксин А–БСА (ОТА–
БСА), боргидрид натрия (NaBH4), нитрат серебра
(AgNO3), 5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кис-
лота) (Sigma-Aldrich, США), аскорбиновая кис-
лота (АК) (ICN Biomedical, США), цетилтриме-
тиламмоний бромид (ЦТАБ) (MP Biologicals,
США), гидроксид натрия (NaOH) (Химмед, Рос-
сия), ортопиридилдисульфид сукцинимидило-
вый эфир полиэтиленгликоля (OPSS-PEG-
NHS), метокси-ПЭГ-тиол (mPEG-SH) (Creative
PEGWorks, США), моноклональные антитела
мышей против охратоксина А (мАТ–ОТА) (Пу-
щино-тест, Россия), охратоксин А (Fluka, Герма-
ния), антитела к κ-цепи иммуноглобулинов мы-
ши (BioXCell, США). Все остальные реагенты
имели квалификацию ЧДА и выше.

Комплектация иммунохроматографических
тест-полосок включала в себя рабочую нитроцел-
люлозную мембрану марки 90CNPН, стеклово-
локонную мембрану для конъюгата PT-R5, мем-

брану для пробы GFB-R7L, впитывающую мем-
брану AP-045 и пластиковую подложку L-P25
(Advanced Microdevices, Индия).

Синтез золотых наностержней проводили со-
гласно методике [28] с небольшими изменения-
ми. На первом этапе готовили раствор зароды-
шей: в 7.5 мл 0.1 M ЦТАБ вносили 250 мкл 0.01 M
HAuCl4. Затем к этой смеси добавляли 600 мкл
охлажденного льдом 0.01 M NaBH4 в дистиллиро-
ванной воде и 100 мкл 0.1 M NaOH. Раствор заро-
дышей перемешивали в течение 5 мин при ком-
натной температуре до достижения коричневого
цвета.

На втором этапе к 2 мл 0.01 M HAuCl4 добавля-
ли 9.5 мл 0.1 M ЦТАБ и 120 мкл 4 мM AgNO3, по-
сле чего раствор приобретал коричнево-желтый
цвет. В полученную смесь далее по каплям вноси-
ли 500 мкл 0.1 M АК; раствор становился бесцвет-
ным. На последнем этапе 10 мкл раствора зароды-
шей добавляли к приготовленной смеси, переме-
шивали несколько секунд и оставляли при
комнатной температуре на 3 ч. Полученный пре-
парат золотых наностержней центрифугировали
2 раза при 7000 g в течение 10 мин при 28°С, оса-
док ресуспендировали в воде и хранили при ком-
натной температуре.

Синтез ГКР-активного конъюгата золотых на-
ностержней с антителами. В целях функциона-
лизации наностержней репортерной молекулой
для комбинационного рассеяния света в 10 мл
раствора наночастиц вносили 10 мкл 1 мМ ДТНБ
в этаноле и инкубировали в течение ночи при
комнатной температуре и постоянном переме-
шивании.

Последующий синтез проводили по методике
[29] с изменениями. 10 мкл OPSS-PEG-NHS в
концентрации 2 мг/мл вносили в 500 мкл раство-
ра антител к κ-цепи иммуноглобулинов мыши
(100 мкг/мл) в карбонатном буфере (100 мМ,
pH 9.3) и инкубировали 40 мин при комнатной
температуре. Полученный раствор центрифуги-
ровали с использованием микроцентрифужных
пробирок Amicon 30 K при 10 000 g и 4°С в течение
10 мин в карбонатном буфере. Процедуру цен-
трифугирования повторяли 3 раза.

Далее 10 мкл раствора модифицированных ан-
тител с концентрацией 1 мг/мл вносили в 1 мл
раствора золотых наностержней с ДТНБ и инку-
бировали 1 ч при комнатной температуре. В полу-
ченную смесь добавляли 20 мкл водного раствора
mPEG-SH (1 мМ), оставляли на 20 мин и центри-
фугировали при 7000 g и 28°С в течение 10 мин.
Осадок ресуспендировали в воде и повторяли
процедуру центрифугирования еще 1 раз. Конеч-
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ный осадок ресуспендировали в 50 мМ фосфат-
ном буфере, содержащем 1% сахарозы, 0.05%
Твин-20, 0.2% БСА и 0.1% mPEG-SH.

Характеристика золотых наностержней мето-
дом просвечивающей электронной микроскопии
(ПЭМ). Снимки препаратов наночастиц получа-
ли методом ПЭМ с помощью электронного мик-
роскопа CX-100 (Jeol, Япония) при ускоряющем
напряжении 80 кВ и увеличении 33 000. Фотогра-
фии сканировали и анализировали (количество
частиц для анализа составило 100 шт.) с помощью
программы “Image Tool” (UTHSCSA, США).

Изготовление иммунохроматографических тест-
полосок. Конъюгат золотых наностержней с анти-
телами (ЗНС–АТ) (OD608 = 2.0) наносили на мем-
брану для конъюгата PT-R5 из расчета 13 мкл на
1 см мембраны. Для формирования аналитиче-
ской зоны на рабочую нитроцеллюлозную мем-
брану 90CNPН наносили раствор ОТА–БСА
(1 мг/мл) в 50 мМ фосфатном буфере (ФБ),
pH 7.4, с помощью диспенсера IsoFlow (Imagene
Technology, USA). После нанесения реагентов
мембраны высушивали в течение суток при 20–
22°С и фиксировали на пластиковой подложке L-
P25. Полученные мультимембранные композиты
нарезали на тест-полоски шириной 4 мм с помо-
щью резака Index Cutter-1 (A-Point Technologies,
USA). Нарезку и упаковку в зип-пакеты проводи-
ли при 20–22°С в специальном помещении с от-
носительной влажностью воздуха не более 30%.
Упакованные тест-полоски хранили при комнат-
ной температуре.

Иммунохроматографическое определение охра-
токсина А. Для проведения анализа в лунки мик-
ропланшета вносили по 25 мкл ФБ с содержани-
ем ОТА в концентрациях 0.02–25 нг/мл. К этим
же растворам добавляли 25 мкл мАТ–ОТА (ко-
нечная концентрация 750 нг/мл) в ФБ, содержа-
щем 1% детергента Твин-20. Далее в полученную
смесь вносили тест-полоски, инкубировали 10 мин
и помещали на горизонтальную поверхность.

Регистрация и обработка результатов ИХА.
После проведения анализа получали изображе-
ния тест-полосок с использованием сканера Can-
on Lide 90 при разрешении 600 dpi без дополни-
тельного контрастирования. Снимки анализиро-
вали с помощью программного обеспечения Total
Lab software (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK).
Интенсивность окрашивания аналитических зон
представлена в одних и тех же относительных
единицах для всех данных.

После высыхания тест-полосок регистрирова-
ли спектры ГКР света из 10 точек в середине ана-
литической линии с использованием спектромет-
ра с микроскопом серии NS200 (NANOSCOPE
Systems, Inc., Daejeon, South Korea). Все спектры
были получены в одинаковых условиях: источник
возбуждения настроен на длину волны 785 нм,

мощность лазера – 10%, время экспозиции – 20 с.
Объектив 10× (NA = 0.46) использовали для фо-
кусировки лазерного пятна на поверхности тест-
полоски.

Получение градуировочных кривых и расчет па-
раметров ИХА. Зависимости интенсивности сиг-
нала – окрашивания или КР при 1325 см–1 – в
аналитической зоне (у) от концентрации антиге-
на в пробе (х) аппроксимировали с помощью про-
граммы Origin версии 9.0 (OriginLab, Northamp-
ton, MA, USA) с использованием четырехпара-
метрической сигмоидной функции

где a – максимальный сигнал, b – минимальный
сигнал, c (или IC50) – точка перегиба, концентра-
ция антигена, ингибирующая 50% связывания
антител, d – наклон кривой в точке c.

Визуальным пределом обнаружения являлась
концентрация антигена, соответствующая исчез-
новению наблюдаемого невооруженным глазом
окрашивания в аналитической зоне. Инструмен-
тальный предел обнаружения рассчитывали по
концентрационной зависимости с использовани-
ем критерия трех стандартных отклонений разни-
цы между сигналами для проб, содержащих и не
содержащих аналит [30].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Принцип ИХА в сочетании со спектроскопией
ГКР. В работе была реализована непрямая схема
конкурентного ИХА охратоксина А, в которой
меченым препаратом являлся конъюгат функци-
онализированных ДТНБ золотых наностержней
и антивидовых антител (рис. 1). Такая схема ана-
лиза обеспечивает разделение стадий конкурент-
ного взаимодействия антител с детектируемым
антигеном в пробе и на мембране, а также выяв-
ление образовавшихся специфических иммун-
ных комплексов с помощью конъюгата антиви-
довые антитела–наночастицы [31–33].

В аналитической зоне тест-полоски иммоби-
лизовали конъюгат ОТА–БСА, а потенциально
содержащую ОТА пробу инкубировали с раство-
ром и мАТ–ОТА, погружая затем тест-полоску в
эту смесь. В отсутствие ОТА в пробе специфиче-
ские антитела связывались с ЗНС–Ат, иммоби-
лизованными на мембране для конъюгата, и ком-
плекс перемещался в аналитическую зону, где
связывался с конъюгатом ОТА–БСА. В присут-
ствии ОТА в пробе специфические антитела свя-
зывали аналит, и окрашивания в аналитической
зоне не наблюдалось. После ИХА регистрировали
окрашивание либо спектры ГКР в аналитической
зоне.

( ) ( )  + = +– / 1 / ,dy a b x c b
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Характеристика ГКР-активной метки и имму-
ноконъюгата на ее основе. На рис. 2 приведено
ПЭМ-изображение золотых наностержней. Со-
гласно данным ПЭМ длина, ширина и соотноше-
ние сторон ЗНС 50.3 ± 5.2, 25.4 ± 4.6нм и 2 соот-
ветственно. В спектре поглощения ЗНС имеются
два пика – 525 и 608 нм, соответствующие попе-
речному и продольному плазмонным резонансам
[34, 35]. После связывания ДТНБ с поверхностью
золотых наностержней наблюдали сдвиг пика по-
глощения от 608 к 612 нм, связанный с тиолиро-
ванием поверхности [36].

Для оценки специфического и неспецифиче-
ского связывания функционализированных ан-
тителами наночастиц были сопоставлены ГКР-
спектры, получаемые в результате их связывания
мАТ–ОТА и ОТА–БСА в аналитической зоне со-
ответственно. На спектре КР , полученном в ре-
зультате специфического связывания (рис. 3, 1),
наблюдались полосы при 1050, 1325 и 1555 см–1,
соответствующие данным спектра ДТНБ [37].

Максимальный пик в области 1325 см–1, связан-
ный с симметричным растяжением нитрогруппы
ДТНБ, использовали в качестве аналитического
сигнала для количественного определения ОТА.
Спектр 2 на рис. 3 демонстрирует отсутствие сиг-
нала ГКР в этой области, т.е. ЗНС–АТ не связыва-
ется неспецифически с конъюгатом ОТА–БСА.

Оптимизация ИХА в сочетании со спектроско-
пией ГКР. Для достижения минимального предела
обнаружения ОТА при реализации ИХА в сочета-
нии со спектроскопией ГКР были оптимизирова-
ны концентрации реагентов на тест-полоске и в
растворе. На первом этапе концентрацию конъ-
югата ОТА–БСА, иммобилизованного в анали-
тической зоне тест-полоски, варьировали от 0.5
до 2 мг/мл. Оптимальное сочетание интенсивно-
сти КР при 1325 см–1 в аналитической зоне и чув-
ствительности выявления ОТА было достигнуто
при использовании конъюгата ОТА–БСА в кон-
центрации 1 мг/мл (рис. 4). Увеличение концентра-
ции ОТА–БСА в аналитической зоне до 2 мг/мл

Рис. 1. Реализуемая схема ИХА с двумя вариантами инструментальной детекции.
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приводило к появлению окрашивания аналити-
ческой зоны тест-полоски (вставка на рис. 4)
в присутствии 25 нг/мл и регистрируемому сигна-
лу ГКР, что снижало чувствительность определе-
ния ОТА.

Влияние концентрации добавляемых специ-
фических антител на сигнал ГКР исследовали в
отсутствие ОТА. При повышении концентрации
мАТ–ОТА до 750 нг/мл наблюдалось увеличение
окрашивания аналитической зоны (вставка на
рис. 5а) и сигнала ГКР при 1325 см–1 (рис. 5).
Дальнейшее увеличение содержания специфиче-

ских антител не приводило к изменениям сигна-
ла, поэтому в работе использовали мАТ–ОТА в
концентрации 750 нг/мл. Варьирование ЗНС–АТ
в диапазоне концентраций, соответствующих
ОП608 = 1.0–3.0 (рис. 5б), показало, что оптималь-
на иммобилизация конъюгата на мембране в ко-
личестве, соответствующем ОП608 = 2.

Таким образом, следующие условия были
установлены как оптимальные для ИХА с реги-
страцией ГКР-сигнала: концентрация ОТА–БСА
в аналитической зоне тест-полоски – 1 мг/мл,

Рис. 2. ПЭМ-изображение ЗНС (а), спектр поглощения ЗНС (б): 1 – исходных ЗНС, 2 – модифицированных ДТНБ.
Вставка – фотография ЗНС после синтеза.
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Рис. 3. Спектры КР, полученные после связывания
ЗНС–АТ в аналитической зоне: с антителами к ОТА
(1) и ЗНС–АТ с конъюгатом ОТА–БСА (2). Вставка –
тест-полоски с выделенными прямоугольниками
аналитическими зонами (1 – связывание ЗНС–АТ с
антителами к ОТА, 2 – с конъюгатом ОТА–БСА).
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ОТА–БСА. Вставка – тест-полоски: + – в присут-
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Рис. 5. Зависимость ГКР-сигнала в аналитической зоне от концентрации мАТ–ОТА (а). Вставка – тест-полоски в от-
сутствие аналита при концентрациях мАТ–ОТА: 1 – 200, 2 – 500, 3 – 750, 4 – 1000 нг/мл, прямоугольником выделено
расположение аналитических зон. Зависимость ГКР-сигнала в аналитической зоне от концентрации ЗНС–АТ (б).

5

10

15

20

25

0
1

OП608(ЗНС�АТ)С (мАт�ОТА), нг/мл

(б)(а)

I,
 1

03
 о

тн
.е

д.

5

10

15

20

25

0
200 400 600 800 1000

I,
 1

03
 о

тн
.е

д.
1 32 4

2 3

Рис. 6. Спектры КР, полученные для разных концентраций ОТА (а). Зависимости интенсивности пика 1325 см–1 от
концентрации ОТА, полученные для ИХА с детекцией ГКР (б).
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мАТ–ОТа в пробе – 750 нг/мл, концентрация
ЗНС–АТ, соответствующая ОП608 = 2.

Аналитические характеристики ИХА ОТА с ре-
гистрацией спектров ГКР. Для оценки чувстви-
тельности разработанной тест-системы были
приготовлены стандартные растворы ОТА с кон-
центрациями в диапазоне 0–25 нг/мл и после
проведения ИХА получены спектры ГКР аналити-
ческой зоны. Как видно из рис. 6а, с увеличением
концентрации ОТА снижалась интенсивность пи-
ка при 1325 см–1. Калибровочная зависимость ин-
тенсивности пика 1325 см–1 от концентрации ОТА
представлена на рис. 6б. Рабочий диапазон ИХА с
детекцией ГКР-сигнала составил от 0.89 до
39.16 нг/мл с пределом обнаружения 33 пг/мл.

На рис. 7а показаны соответствующие цифро-
вые изображения тест-полосок. Обработка изоб-
ражений показала, что ИХА с оптической детекци-
ей позволяет определять ОТА в диапазоне концен-
траций 1.51–9.85 нг/мл с пределом обнаружения
1.7 нг/мл (рис. 7б).

На рис. 8 приведено сравнение результатов,
получаемых при непрямой схеме ИХА с оптиче-
ской и ГКР-детекцией, представленное как кон-
центрационные зависимости ИХА–ОТА, норма-
лизованные относительно сигналов в отсутствие
аналита. Для высоких концентраций ОТА (более
2 нг/мл) результаты ИХА с различными методами
детекции сравнимы. Однако в низких концентра-
циях (до 1 нг/мл) обнаружение аналита было
только при реализации ИХА с ГКР-детекцией.
Достигнутый предел обнаружения (33 пг/мл) ни-
же установленных норм по содержанию ОТА в
пищевой продукции (2–20 мкг/кг) [38, 39]. Таким
образом, применение ГКР-активной метки с ре-

гистрацией спектров КР в аналитической зоне
тест-полоски позволило повысить чувствитель-
ность определения ОТА в 50 раз. Полученный ре-
зультат согласуется с опубликованными ранее ра-
ботами, в которых переход от колориметрической
к ГКР-детекции в конкурентном ИХА приводил к
снижению предела обнаружения целевого анали-
та на 1–4 порядка [40–43].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для количественного высокочувствительного

определения ОТА реализована непрямая схема
ИХА в сочетании со спектроскопией ГКР. В раз-
работанной системе используется универсаль-
ный конъюгат меченых ДТНБ золотых нано-
стержней с антивидовыми антителами, а проба
предварительно инкубируется со специфически-
ми антителами. Это позволяет снизить недостат-
ки обычного конкурентного ИХА: независимо ва-
рьировать концентрацию маркера и специфиче-
ских антител, а также увеличивать длительность
взаимодействия антиген–антитело. Благодаря со-
четанию непрямой схемы ИХА и регистрации сиг-
нала ГКР-молекулы ДТНБ, усиленного на по-
верхности золотых наностержней, обеспечивает-
ся определение ОТА в низких концентрациях.
Достигнутый предел обнаружения (33 пг/мл) дает
возможность значительно разбавлять пробы пе-
ред тестированием, устраняя влияние компонен-
тов матрикса, и контролировать превышение
установленных норм по максимально допустимо-
му содержанию ОТА в пищевой продукции.

Оптические измерения проводили на базе Фе-
дерального исследовательского центра химиче-
ской физики им. Н.Н. Семёнова РАН (№ 506694).

Рис. 7. Калибровочная зависимость интенсивности
колориметрического сигнала в аналитической зоне
от концентрации ОТА. Вставка – тест-полоски после
определения ОТА (диапазон концентраций 0–
25 нг/мл с шагом 2) методом ИХА.
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Рис. 8. Зависимости нормализованной интенсивно-
сти сигнала в аналитической зоне от концентрации
ОТА, полученные для ИХА с колориметрической и
ГКР-детекцией.
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