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Своевременные лечение и профилактика вирус)
ных болезней с использованием противовирусных
препаратов, иммуномодуляторов и вакцин с различ)
ным механизмом действия нуждаются в быстрой
и точной лабораторной диагностике. Помимо уста)
новления этиологии заболевания она имеет большое
значение в организации противоэпидемических ме)
роприятий (карантин, госпитализация, вакцинация
и др.1). Ранняя диагностика первых случаев инфек)
ций позволяет своевременно провести такие меро)
приятия.

Корь является одним из самых «заразных» заболе)
ваний. Она быстро распространяется воздушно)ка)
пельным путем и может стать причиной серьезных
осложнений со стороны центральной нервной систе)
мы (энцефалиты), дыхательной системы (пневмонии)
и желудочно)кишечного тракта. Для этой инфекции
характерна почти 100%)ная восприимчивость. Зна)
чение лабораторных исследований при диагностике
кори постоянно возрастает. Это связано в том числе
с наличием атипичных форм заболевания, при кото)
рых наблюдается сокращение инкубационного пери)
ода, уменьшение выраженности симптомов, измене)
ние характера сыпи и т.п. Постановка диагноза у ра)
нее вакцинированных лиц со стертой формой инфек)
ции, а также в случаях появления сыпи в ответ
на введение живой коревой вакцины затруднена2,3.

В лабораторной диагностике вирусных инфекций
применяются три основных подхода4: 1) серологичес)
кая диагностика, основанная на установлении значи)

тельного прироста вирусных антител в течение болез)
ни; 2) выделение вируса из клинического материала
и его идентификация; 3) непосредственное исследо)
вание материала на наличие вирусного антигена или
нуклеиновых кислот. Серологическая диагностика,
основанная на реакции антиген—антитело, может
быть использована для определения обоих агентов
и имеет значение в установлении этиологии вирус)
ной инфекции даже при отрицательных результатах
выделения вируса. Специфические антитела IgG вы)
рабатываются организмом в достаточной для опреде)
ления концентрации спустя определенный промежу)
ток времени (2—3 недели) после заражения, что дела)
ет метод непригодным для выявления заболевания
на начальной стадии. Серологическое обследование
каждого больного с подозрением на корь нередко вы)
зывает трудности из)за сложности доставки сыворо)
ток из отдаленных, труднодоступных регионов, а так)
же необходимости соблюдения «холодовых» условий
транспортирования материала5.

Выделение вирусов — один из самых старых и тру)
доемких методов диагностики. Для этого используют
культуры клеток, лабораторных животных, эмбрио)
ны кур. Процесс длительный, иногда требующий про)
ведения нескольких пассажей, прежде чем вирус бу)
дет обнаружен и идентифицирован с помощью одно)
го или нескольких методов — в реакциях нейтрализа)
ции и иммунофлюоресценции, иммуноферментным
анализом (ИФА) или полимеразной цепной реакцией
(ПЦР). Такой подход позволяет получить результат
уже через 24—72 ч после инфицирования клеток куль)
туры тканей. Вирусологический метод диагностики
можно использовать только в специализированных

* Посвящается академику Российской академии наук
О. Н. Чупахину в связи с его 80)летием.
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лабораториях в редких случаях, что связано со слож)
ностью исследования6.

Прямые методы (электронная микроскопия, ре)
акция иммунофлюоресценции, ИФА, молекулярные
(ПЦР) и цитологические методы), которые применя)
ют в настоящее время в ведущих коревых лаборатори)
ях страны, как и в большинстве стран мира, позволя)
ют обнаружить вирус, вирусный антиген или вирус)
ную нуклеиновую кислоту непосредственно в клини)
ческом материале, т.е. являются наиболее быстрыми
(2—24 ч). Однако из)за ряда особенностей возбудите)
лей прямые методы имеют свои ограничения (воз)
можность получения ложноположительных и ложно)
отрицательных результатов). Необходимость исполь)
зования дорогостоящих и нестойких ингредиентов
(ферментов) для постановки иммуноферментных ре)
акций снижает доступность ИФА7,8.

В настоящее время подавляющее большинство ис)
следовательских работ по определению вирусных
агентов посвящено развитию новых вариантов мето)
да ПЦР9—14. Однако предложенные методики слож)
ны, дорогостоящи и пока недостаточно унифициро)
ваны для рутинного применения. В связи с этим раз)
работка методов и сенсоров, позволяющих экспресс)
но, «на месте» проводить диагностические мероприя)
тия по обнаружению вирусных агентов, весьма акту)
альна. Привлечение электрохимических методов ана)
лиза с применением биосенсоров для диагностики
опасных инфекций представляется перспективным
направлением. Для этих методов характерны высокая
чувствительность, хорошая воспроизводимость и се)
лективность, простота аппаратурного оформления
и возможность создания портативных приборов, при)
годных для использования как в лабораторных усло)
виях, так и в небольших клиниках, низкая стоимость
анализа по сравнению с другими методами15—17.

Целью настоящей работы являлась разработка бес)
ферментного метода электрохимического иммуноана)
лиза для определения антигена вируса кори с исполь)
зованием конъюгата вторичных антител с наноком)
позитными частицами на основе наночастиц Fe3O4
с оксидкремниевым покрытием в качестве сигнало)
образующей метки в модельных растворах.

Обсуждение полученных результатов

Для реализации разработанной процедуры имму)
ноанализа использовали конъюгат антител с нано)
композитными частицами (схемы 1 и 2).

Синтезированный конъюгат представляет собой
водную суспензию тонкодисперсного порошка, про)
являющего магнитные свойства при наложении поля.

Принимая во внимание предлагаемый ход анали)
за (рис. 1) — образование «сэндвич»)иммунокомп)
лекса, включающего антитело—антиген)конъюгат
вторичных антител с нанокомпозитными частицами
Fe3O4–SiO2, на поверхности толстопленочного гра)
фитэпоксидного электрода (ТГЭ) и последующую
кислотную обработку — можно ожидать, что ток вос)
становления ионов Fe3+ даст информацию о наличии

и количестве антигена в пробе. При наличии  в ана)
лизируемом растворе искомого антигена на вольтам)
перограмме наблюдали появление пика восстановле)
ния ионов железа(III) (рис. 2, а). В холостом опыте
(проба не содержала антиген вируса кори) в области
потенциалов Е = –0.6—(–1.0) В пиков не наблюда)
лось (см. рис. 2, b), так как иммунокомплекс не обра)
зовывался. Полученные результаты также свидетель)
ствуют об отсутствии неспецифического связывания
конъюгатов вторичных антител и нанокомпозитных
частиц с рабочей частью ТГЭ, модифицированного
антителами.

На рисунке 3 приведена зависимость величины
аналитического сигнала от времени формирования
«сэндвича» между иммунокомплексом на поверхнос)
ти ТГЭ и конъюгатом антител с нанокомпозитными
частицами (стадия 3 на рис. 1). Кривая выходит
на плато в течение 30 мин, что, по)видимому, обус)
ловлено максимальным заполнением всех сайтов свя)
зывания. Поэтому в дальнейших исследованиях фор)
мирование «сэндвич»)иммунокомплекса проводили
в течение 30 мин.

На рисунке 4 приведена зависимость величины
аналитического сигнала от времени формирования
иммунокомплекса между антигеном вируса кори
и антителами, иммобилизированными на поверхнос)
ти ТГЭ (стадия 2 на рис. 1). Кривая выходит на плато
в первые 20 мин образования иммунокомплекса меж)
ду антигеном вируса кори и соответствующими анти)
телами. Вероятно, это обусловлено максимальным за)
полнением поверхности ТГЭ. В связи с этим в даль)
нейших исследованиях формирование иммунокомп)
лекса проводили в течение 20 мин.

Схема 1
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Схема 2

 — антитело.
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Рис. 1. Процедура иммуноанализа. 1— Антитело к вирусу кори, иммобилизированное на рабочей зоне ТГЭ, 2 — антиген
вируса кори, 3 — конъюгат вторичных антител к вирусу кори с нанокомпозитными частицами Fe3O4—SiO2.
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Рис. 2. Дифференциальный вид вольтамперограмм растворов с антигеном вируса кори (а) и без него (b): фоновый раствор
(0.1 М раствор СН3СООNa, содержащий 5•10–4 моль•л–1 пирокатехола, рН 7.5) (1), проба (2), проба + добавка Fe3+ (3).
Концентрация антигена 2.33•10–2 мг•мл–1. Потенциал накопления 0.1 В, время накопления 60 с, скорость развертки
потенциала 0.5 В•с–1.
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Далее регистрировали вольтамперограммы, ис)
пользуя выбранные условия проведения иммуноана)
лиза, и получили линейную зависимость изменения
величины аналитического сигнала от логарифма кон)
центрации антигена вируса кори в интервале концен)
траций 2.33•10–4—2.33 мг•мл–1 в соответствии с урав)
нением dI/dE = 2.44•lg C + 11.6 (R = 0.995). Предел
обнаружения, рассчитанный по 3S)критерию, состав)
ляет 1.87•10–5 мг•мл–1.

В таблице 1 приведены аналитические характери)
стики определения антигена вируса кори в различ)
ные периоды времени после приготовления иммуно)
реагентов. Установленные значения коэффициентов
воспроизводимости и повторяемости не превышают
0.01. Таким образом, предложенный метод обеспечи)
вает воспроизводимые результаты измерений содер)
жания антигена вируса кори в диапазоне концентра)
ций 2.33•10–4—2.33 мг•мл–1.

Для оценки специфичности разработанного мето)
да ТГЭ с иммобилизованными антителами к вирусу
кори инкубировали в растворе, содержащем антиген
вируса клещевого энцефалита. Затем согласно схеме
иммуноанализа добавляли меченые нанокомпозит)

ными частицами вторичные антитела к кори и изме)
ряли аналитический сигнал. После инкубации в ра)
створе, не содержащем антиген вируса кори, сигна)
лов не наблюдалось, поскольку иммунокомплекс на
поверхности ТГЭ не формировался. Это указывает на
отсутствие влияния на аналитический сигнал неспе)
цифических взаимодействий и адсорбции.

Таким образом, на основании проведенных иссле)
дований показано, что разработанный вариант элект)
рохимического метода иммуноанализа позволяет
определять антиген вируса кори в модельном раство)
ре в концентрации 2.33•10–4—2.33 мг•мл–1. Приме)
нение нанокомпозитных частиц на основе магнетита
Fe3О4 в качестве сигналообразующей метки позволи)
ло получить легко измеряемый аналитический
сигнал. Исходя из принципов данного метода
и процедуры анализа, можно также предположить, что
возможен перенос метода на другие вирусные аген)
ты. В дальнейшем разработанный метод может быть
адаптирован для определения антигенов вирусов не)
посредственно в биологических объектах, таких как
слюна, назальные смывы, кровь.

Экспериментальная часть

В работе использовали стерильный физиологический
раствор (0.9%)ный раствор NaCl, НПП «ПанЭко»), анти)
ген вируса кори (NovO/96) в концентрации 2.33 мг•мл–1,
антитела к вирусу кори, вторичные антитела к вирусу кори
(ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», Новосибирск), 57%)ная H2SO4,
57%)ная HNO3 («ос.ч.», ОАО «Гиредмет», Москва), H2O2
медицинская (36—38%, ООО «Лега», Дзержинск),
CH3COONa•3H2O («ос.ч.»), пирокатехол («ос.ч.»), государ)
ственный стандартный образец ионов FeIII, FeCl3•6H2O,
FeCl2•4H2O, Si(OEt)4, глутаровый альдегид (25%), (3)ами)
нопропил)триэтоксисилан (25%) получены от фирмы
«Sigma)Aldrich», NH3•H2O («ч.д.а.», OOO «Сигма ТЕК»,
Москва), 95%)ный этанол (ООО «Гиппократ», Самара).
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Рис. 3. Зависимость величины dI/dE, полученной при ана)
лизе растворов после кислотной обработки «сэндвич»)им)
мунокомплекса, от времени его формирования. Концент)
рация антигена 2.33•10–2 мг•мл–1. Приведены средние зна)
чения для n = 5.
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Рис. 4. Зависимость величины dI/dE, полученной при ана)
лизе растворов после кислотной обработки «сэндвич»)им)
мунокомплекса, от времени формирования иммунокомп)
лекса между антигеном вируса кори и антителами, иммобили)
зированными на поверхности ТГЭ. Концентрация антигена
2.33•10–2 мг•мл–1. Приведены средние значения для n = 5.

Таблица 1. Аналитические характеристики электрохимичес)
кого метода определения антигена вируса кори

Ca N, dI/dE CRb Kc

/мг•мл–1 сутки /мкА•В–1

2.33•10–4 1 2.21 2.23 2.20 0.007 0.006
2 2.22 2.20 2.24 0.009
3 2.21 2.20 2.22 0.005

2.33•10–3 1 5.25 5.26 5.20 0.006 0.005
2 5.22 5.20 5.24 0.004
3 5.27 5.25 5.20 0.007

2.33•10–2 1 8.12 8.13 8.10 0.002 0.007
2 8.21 8.21 8.05 0.010
3 8.17 8.22 8.14 0.005

0.233 1 10.26 10.08 10.18 0.009 0.006
2 10.17 10.10 10.08 0.005
3 10.20 10.15 10.14 0.003

2.33 1 12.15 12.27 12.30 0.006 0.009
2 12.32 12.00 12.25 0.010
3 12.31 12.13 12.31 0.009

a Концентрация антигена. b Коэффициент воспроизводи)
мости. c Коэффициент повторяемости.
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Деионизированную воду для приготовления растворов по)
лучали на комбинированной мембранной установке серии
ДВС)М/1НА(18))N («Медиана)Фильтр», Москва).

Для получения суспензий нанокомпозитных частиц ис)
пользовали ультразвуковой гомогенизатор с микропроцес)
сорным управлением «Ultrasonic processor 500W» («Sigma)
Aldrich», США). Для проведения стадии образования имму)
нокомплекса «вторичные антитела IgG — антиген вируса —
коньюгат антител IgG с нанокомпозитом» использовали
инкубатор «GFL type 1010». В синтезе наночастиц и нано)
композитов использовали магнитную мешалку с подогре)
вом «C)MAG HS 7 IKAMAG» («IKA», Германия), верхне)
приводную мешалку «IKA Eurostar digital 2482000» («IKA»,
Германия) и магнитный штатив «MagneSphere» для 12 мик)
ропробирок «Eppendorf» («Promega», США) с напряженно)
стью магнитного поля 31.83•103 А•м–1. В качестве инерт)
ной подложки для иммобилизации антител использовали
толстопленочный графитэпоксидный электрод (ТГЭ).

Электрохимические исследования проводили с исполь)
зованием инверсионного вольтамперометрического анали)
затора ИВА)5 («ИВА», Екатеринбург). В качестве рабочего
электрода использовали толстопленочный графитсодержа)
щий электрод, модифицированный каломелью (ТМГЭ),
электрод сравнения — насыщенный Ag/AgCl)электрод
(«Metrohm», Швейцария), вспомогательный электрод —
стеклоуглеродный стержень («Metrohm», Швейцария).

Синтез нанокомпозитных частиц и конъюгация их с антите/
лами. Наночастицы Fe3O4 получали методом соосаждения18,
добавляя по каплям 25%)ный раствор NH3•H2O к водному
раствору, содержащему 4.5 мас.% FeCl3 и 2.25 мас.% FeCl2.
Реагенты использовали в стехиометрических соотношени)
ях (кроме аммиака, который был взят в небольшом избыт)
ке) согласно уравнению

Fe2+ + 2 Fe3+ + 8 ОН– = Fe3O4 + 4 Н2О.

Нанокомпозитные частицы получили, покрывая нано)
частицы Fe3O4 оксидом кремния19. Наночастицы Fe3O4
(0.5 г) диспергировали в смеси 40 мл 95%)ного EtOH и 10 мл
H2O. Добавили 0.5 мл Si(OEt)4 и 1 мл 25%)ного раствора
NH3•H2O. Кипятили при перемешивании в течение 10 ч.
Удалили непрореагировавший Si(OEt)4 трехкратным про)
мыванием EtOH с магнитным отделением нанокомпозита.
Затем покрытые оксидом кремния наночастицы вновь дис)
пергировали в 50 мл 95%)ного EtOH, обработали ультразву)
ком в течение 1 мин, добавили 1 мл (3)аминопропил)три)
этоксисилана, после чего кипятили 10 ч при перемешива)
нии (см. схему 1). Непрореагировавший (3)аминопропил))
триэтоксисилан удалили трехкратным промыванием EtOH
с магнитным отделением нанокомпозита при помощи по)
стоянного магнита с величиной поля 37.40•104 А•м–1.

«Пришивку» вторичных антител к оксидкремниевому
покрытию наночастиц (см. схему 2) проводили по извест)
ной методике20. Нанокомпозит диспергировали в 50 мл
H2O, отобрали мерной пипеткой 10 мл суспензии и обраба)
тывали ультразвуком в течение 1 мин. Добавили 1 мл 25%)
ного глутарового альдегида, затем 0.2 мг вторичных антител
к вирусу кори. Перемешивали в течение 8 ч при ~10 °С.
Конъюгат антитела—нанокомпозитные частицы очищали
от непрореагировавших компонентов с использованием по)
стоянного магнита. Рабочую суспензию конъюгата получи)
ли путем диспергирования навески (0.005 г) в 10 мл сте)
рильного физиологического раствора. Затем обработали
суспензию ультразвуком в течение 30 с.

Процедура иммуноанализа. На рабочую зону ТГЭ нано)
сили 10 мкл антител IgG к вирусу кори (концентрация
1 мг•мл–1) и высушивали до полного испарения дисперси)

онной среды (стадия 1 на рис. 1). Готовили растворы анти)
гена вируса кори (NovO/96) в стерильном физиологическом
растворе (концентрации 2.33•10–1, 2.33•10–2, 2.33•10–3,
2.33•10–4 мг•мл–1). Затем в пробирки вносили по 200 мкл
раствора каждой концентрации, помещали в них ТГЭ
с предварительно иммобилизированными антителами IgG
к вирусу кори и инкубировали при 37±0.1 °С в течение
20 мин (стадия 2 на рис. 1). После этого в каждую пробирку
добавляли 200 мкл суспензии конъюгата вторичных анти)
тел к вирусу кори с нанокомпозитными частицами. Обра)
зование конъюгатов проводили при помощи магнитного
штатива, расположенного за ТГЭ с иммунокомплексом, при
37+0.1 °С в течение 30 мин (стадия 3 на рис. 1). После про)
мывки ТГЭ с образовавшимся на поверхности «сэндвич»)
иммунокомплексом «вторичные антитела IgG—антиген ви)
руса—конъюгат антител IgG с нанокомпозитом» электрод
помещали в термостойкий стеклянный стакан и проводили
разрушение иммунокомплекса методом кислотного разло)
жения.

В электрохимическую ячейку помещали 1 мл 1 М
раствора CH3COONa, затем добавляли 0.1 мл 5•10–3 M вод)
ного раствора пирокатехола (для образования электроак)
тивного комплекса с железом(III)) и 0.2—2.0 мл пробы. Об)
щий объем раствора доводили до 10 мл деионизированной
водой. Погружали в ячейку электроды и проводили опреде)
ление концентрации железа методом инверсионной вольт)
амперометрии с использованием ТМГЭ21. Условия измере)
ний: предварительное концентрирование ионов Fe3+ на по)
верхности ТМГЭ в течение 60—120 с (с перемешиванием
при потенциале Е = 0.1 В), время успокоения раствора —
10 с при потенциале 0.1 В, скорость развертки потенциала
(в дифференциальном режиме) 0.5 В•с–1 в интервале потен)
циалов Е = 0.10—(–1.20) В, область поиска аналитического
сигнала Fe3+ — (–0.80)+0.05 В. Регенерация ТМГЭ — 10 раз)
верток со скоростью 0.5 В•с–1 в интервале Е = 0.1—(–1.20) В.
Максимальный катодный ток восстановления комплексно)
го соединения пирокатехола с железом(III) прямо пропорци)
онально зависит от содержания ионов Fe3+ в растворе.

В холостом опыте процедуру иммуноанализа проводили
по приведенной выше схеме, однако на стадии 2 (см. рис. 1)
ТГЭ, модифицированный антителами, инкубировали в ра)
створе, не содержащем антиген вируса.
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