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Аннотация
Цели. Оптимизация стабильности конъюгатов, полученных методом непрямой иммобилизации специфических антител на на-
ночастицах золота (НЧЗ) при помощи антивидовых антител, и разработка на их основе иммунохроматографического анали-
за (ИХА) для определения антибиотиков в молоке.
Методы. НЧЗ синтезировали восстановлением золотохлористоводородной кислоты в присутствии зародышей. Размер опреде-
ляли спектрофотометрически по литературным данным на приборе Thermo Fisher Scientific Varioskan LUX. Моноклональные 
мышиные антитела к тетрациклину и стрептомицину иммобилизовали на поверхности НЧЗ посредством анти-мышиных анти-
тел. Конъюгаты бычьего сывороточного альбумина с тетрациклином и стрептомицином получали реакцией Манниха и клик-
реакцией соответственно. Степень конъюгации определяли при помощи MALDI-TOF масс-спектрометрии на приборе Bruker 
RapifleX. Иммунореагенты наносили на нитроцеллюлозную мембрану на диспенсере BioDot ZX1010. Собранный мультимем-
бранный композит нарезали на тест-полоски на гильотинном резчике KinBio ZQ4500. Результаты ИХА интерпретировали визу-
ально, а также при помощи считывателя тест-полосок Allsheng TSR-100.
Результаты. После получения конъюгатов посредством непрямой иммобилизации при помощи антивидовых антител необхо-
димо проводить блокировку оставшихся незанятыми сайтов связывания антивидовых антител, чтобы повысить стабильность 
конъюгатов в растворе. В результате оптимизации концентраций иммунореагентов был разработан ИХА для одновременно-
го обнаружения стрептомицина и тетрациклинов в молоке. Предел обнаружения оптимизированного анализа тетрациклинов 
и стрептомицина составил 2–7.5 и 25 нг/мл при визуальной интерпретации результатов, 0.29–2.15 и 1.34 нг/мл при использова-
нии считывателя тест-полосок соответственно.
Выводы. Установлено, что блокировка свободных сайтов связывания вторичных антител повышает стабильность полу-
ченных конъюгатов антител в  растворе, предотвращая кросс-сшивки наночастиц, вызываемые связыванием антивидовых  
антител.
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Abstract
Objectives. To optimize indirect antibody immobilization on gold nanoparticles  (GNPs) using anti-species antibodies for enhanced 
conjugate stability and to develop an immunochromatographic assay (ICA) for antibiotic detection in milk.
Methods. The GNPs were synthesized by reduction of tetrachloroauric acid in the presence of seed particles. The size of GNPs was 
determined spectrophotometrically according to literature data using a Thermo Fisher Scientific Varioskan LUX instrument. Monoclonal 
mouse antibodies to tetracycline and streptomycin were immobilized on the surface of the GNPs via anti-mouse antibodies. Conjugates 
of bovine serum albumin with tetracycline and streptomycin were obtained through Mannich reaction and click-reaction, respectively. The 
coupling ratio was determined by MALDI-TOF mass spectrometry on a Bruker RapifleX instrument. Immunoreagents were dispensed 
onto a nitrocellulose membrane using a BioDot ZX1010 dispenser. The assembled multi-membrane composite was cut into test strips 
using a KinBio ZQ4500 guillotine cutter. The test results were interpreted visually and using an Allsheng TSR-100 test strip reader.
Results. Following conjugate formation via indirect immobilization using anti-species antibodies, it was necessary to block residual 
binding sites on  the anti-species antibodies in  order to  enhance solution-phase conjugate stability. As  a  result of  optimizing the 
concentrations of  immunoreagents, an ICA was developed for the simultaneous detection of streptomycin and tetracyclines in milk. 
The detection limit of  the optimized ICA for tetracyclines and streptomycin was 2–7.5 and 25 ng/mL, respectively, for visual result 
interpretation, and 0.29–2.15 and 1.34 ng/mL, respectively, when using a test strip reader.
Conclusions. It is shown that the stability of the resulting conjugates in solution can be enhanced by blocking the free binding sites of the 
anti-species antibodies to prevent cross-linking of the nanoparticles caused by anti-species antibody binding.
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ВВЕДЕНИЕ

Определение антибиотиков в  пищевых продуктах 
представляет собой критически важную задачу для 
обеспечения безопасности пищевой продукции и за-
щиты здоровья населения. Неконтролируемое исполь-
зование антибиотиков в  ветеринарии приводит к  их 
накоплению в продуктах животноводства, что созда-
ет потенциальную угрозу для здоровья человека, т.к. 
ведет к развитию антибиотикорезистентности микро
организмов и возникновению аллергических реакций.

Методы физико-химического анализа, включа-
ющие высокоэффективную жидкостную хромато-
графию и  масс-спектрометрию, обладают высокой 
чувствительностью и специфичностью и эффектив-
но используются для обнаружения антибиотиков. 
Однако эти методы требуют применения дорогосто-
ящего оборудования, а  также компетенций высоко-
квалифицированных специалистов [1]. По упомяну-
тым причинам данные методы применяются лишь 
в крупных лабораторных центрах.

Для эффективного тестирования во  внелабора-
торных условиях необходимо применение простых 
и  доступных методов, таких как иммунохромато-
графический анализ (ИХА). Принцип ИХА основан 
на  высокоспецифичном взаимодействии антиген  – 
антитело с  последующим отделением образующе-
гося иммунного комплекса при движении жидкости 
вдоль пористой мембраны и  характеризуется про-
стотой проведения и  экспрессностью, позволяя без 
использования дополнительного оборудования про-
вести качественную оценку наличия или отсутствия 
контролируемого соединения в пробе [2].

Одним из главных лимитирующих факторов ИХА, 
сдерживающим широкое применение метода, является 
его относительно невысокая чувствительность [2, 3]. 
Традиционные подходы для повышения чувствитель-
ности ИХА включают использование меток с высокой 
интенсивностью сигнала, например, квантовых то-
чек [4], усиление сигнала за счет окрашивания солями 
серебра  [5], концентрирование аналита при помощи 
функционализованных магнитных наночастиц  [6], 
преинкубацию образца с конъюгатом антитело-метка 
перед его внесением в тест-полоску [7]. Важно, чтобы 
в  погоне за  низким пределом обнаружения не  были 
принесены в  жертву ключевые преимущества мето-
да — быстрота и простота использования.

Ориентация специфических антител на  сенсор-
ных поверхностях, направленная на  максимизацию 
экспозиции участков связывания  — относительно 
новое и перспективное направление в иммуноанали-
зе, позволяющее существенно снизить предел обна-
ружения иммуносенсора. Многочисленные подходы, 
направленные на ориентированную иммобилизацию 

антител, были недавно рассмотрены [3, 8]. Так, ис-
следовательская группа Б.Б.  Дзантиева разработала 
ряд высокочувствительных тест-систем [9–11], в том 
числе с  одновременным обнаружением нескольких 
аналитов на одной тест полоске [12, 13]. Тем не ме-
нее, разработка новых приложений остается актуаль-
ной и требует расширения сферы применения.

Цель нашей работы заключается в разработке ИХА 
для одновременного определения стрептомицина 
и тетрациклинов в необработанном молоке с беспри-
борной интерпретацией результата. Для достижения 
низкого предела обнаружения ИХА мы использовали 
вторичные антитела, специфичные к  Fc-фрагменту 
мышиных иммуноглобулинов G для иммобилизации 
мышиных антител к тетрациклину и стрептомицину 
на поверхности наночастиц золота (НЧЗ), а также при-
менили подход преинкубации образца с  конъюгатом 
антитело-метка перед его внесением в тест-полоску.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы, реагенты и растворы

Использовали следующие реагенты: бычий сыворо-
точный альбумин (БСА), фракция V5 (Proliant, Новая 
Зеландия), стрептомицина сульфат (PanReac Applichem, 
Испания), гидразид пропинилоксипропионовой кисло-
ты, оксисукцинимидный эфир γ-азидобутировой кис-
лоты (Праймтех, Республика Беларусь), золотохлори-
стоводородная кислота (Аурат, Россия), гидрохлорид 
тетрациклина (Biotopped, Китай), ХЕПЕС ((4-(2-ги-
дроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота), 
сахароза, трис(гидроксиметил)аминометан (Диа-М, 
Россия), трис-гидроксипропилтриазолилметиламин 
(THPTA) (Люмипроб, Россия), гуанидина гидрохло-
рид, цитрат натрия (Helicon, Россия), L-аскорбиновая 
кислота (Sigma-Aldrich, США), гидрохлорид гидрокси-
ламина (Panreac, Испания), формальдегид (neoFroxx, 
Германия). В качестве аналита для определения пре-
дела обнаружения и кросс-реактивности использовали 
государственные стандартные образцы — стрептоми-
цина сульфат, тетрациклина гидрохлорид, доксици-
клина гиклат, левомицетин (хлорамфеникол) (ФГБУ 
«ВГНКИ», Россия), а также окситетрациклина гидро
хлорид (Thermo Fisher Scientific, США), натриевую соль 
пенициллина G (Biotopped, Китай), хлортетрациклина 
гидрохлорид, натриевую соль цефоперазона (Molekula, 
Великобритания), гентамицина сульфат, канамицина 
сульфат (neoFroxx, Германия). Остальные используе-
мые реагенты российского производства имели квали-
фикацию не ниже х.ч. Образцы молока с жирностью 
3.2% приобретены в торговой сети г. Москвы (Россия). 
При подготовке стандартных растворов антибиотиков 
в  молоке концентрации рассчитывались в  пересчете 
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на  чистое действующее вещество, с  учетом молеку-
лярной массы соответствующих солей. Кроме этого, 
использовались поликлональные антитела козы к ан-
тителам куриного яйца, поликлональные антитела 
козы к антителам мыши, антитела куриного яйца IgY 
(Arista Biologicals, США), мышиные моноклональные 
антитела к тетрациклину, мышиные моноклональные 
антитела к стрептомицину (Eastmab, Китай). Для при-
готовления растворов, препаратов НЧЗ и конъюгатов 
на  их основе использовали деионизированную воду 
(Milli-Q®, Millipore, США).

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) проводили 
на  алюминиевых пластинках с  обращенной фазой 
RP-18 F254s (Merck, Германия).

При изготовлении иммунохроматографических 
тест-полосок использовалась клейкая подлож-
ка  SM31-40  (KinBio, Китай), аналитическая нитро-
целлюлозная мембрана  70CNPH, мембрана для об-
разца FR-1, впитывающая мембрана AP45 (Advanced 
Microdevices, Индия).

Получение конъюгата 
БСА–стрептомицин (СТР)

Получение конъюгата СТР–алкин. К раствору 0.85 мл 
0.45  М Na2CO3  добавляли стрептомицина сульфат 
(408 мг, 0.56 ммоль) и гидразид пропинилоксипропи-
оновой кислоты (30 мг, 0.21 ммоль) и инкубировали 
24 ч при 4℃. Завершение реакции контролировали ме-
тодом ТСХ в системе метиленхлорид/метанол = 40 : 1 
по  исчезновению исходного вещества (коэффициент 
удерживания Rf = 0.3). После элюирования пластин-
ки обрабатывали раствором нингидрина и нагревали 
для визуализации. Предполагали, что концентрация 
СТР–алкин в растворе составляет 0.247 М.

Получение конъюгата БСА–азид. К раствору 3.2 мл 
раствора БСА с концентрацией 20 мг/мл (0.962 мкмоль) 
в 0.1 М бикарбоната натрия с pH 8.5 добавляли 0.6 мл 
раствора оксисукцинимидного эфира γ-азидомасляной 
кислоты с концентрацией 6 мг/мл (15.91 мкмоль) в ди-
метилсульфоксиде. Затем инкубировали 24 ч при 4℃. 
Конъюгат очищали диализом против деионизирован-
ной воды. По окончании диализа определяли концен-
трацию белка методом УФ-видимой спектрофотоме-
трии на приборе UV5Nano (Mettler Toledo, Швейцария). 
Готовый конъюгат хранили при 4℃.

Получение конъюгата БСА–СТР (восстанови-
тель меди  — L-аскорбиновая кислота). К  раство-
ру 0.5  мл БСА–азида с  концентрацией 8.46  мг/мл 

1	 Матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация (англ. matrix-activated laser desorption/ionization, MALDI) — процесс, в ко-
тором анализируемое вещество (аналит) ионизируется под воздействием лазера в присутствии специальной матрицы. После иони-
зации ионы разделяются по времени пролета (англ. time of flight, TOF), что позволяет определить их соотношение массы к заряду 
и таким образом идентифицировать молекулу.

(0.063 мкмоль, 1 экв.) добавляли 0.1 мл раствора 1 М 
ХЕПЕС с pH 7.2 и 13 мкл СТР–алкина (3.211 мкмоль, 
50  экв.). В  отдельной пробирке смешивали раство-
ры 6.25  мкл 20  мМ  CuSO4  (0.125  мкмоль, 2  экв.) 
и 12.5 мкл 50 мМ THPTA (0.625 мкмоль, 10 экв.), затем 
весь объем полученного раствора переносили к сме-
си БСА–азида и СТР–алкина. Затем добавляли 25 мкл 
100  мМ хлорида гуанидина (2.5  мкмоль, 40  экв.), 
25 мкл 100 мМ L-аскорбиновой кислоты (2.5 мкмоль, 
40 экв.), 25 мкл 100 мМ NaOH (2.5 мкмоль, 40 экв.). 
Пробирку заполняли аргоном и оставляли на переме-
шивание на 24 ч. Конъюгат очищали диализом про-
тив 10 мМ фосфатно-солевого буфера (ФСБ), рН 7.4. 
Далее конъюгат называем БСА–СТР.

Получение конъюгата БСА–СТР (восстановитель 
меди — гидроксиламин). К раствору 0.5 мл БСА–азида 
с концентрацией 8.46 мг/мл (0.063 мкмоль, 1 экв.) до-
бавляли 0.1 мл раствора 1 М ХЕПЕС с pH 7.2 и 13 мкл 
СТР–алкина (3.211  мкмоль, 50  экв.). В  отдельной 
пробирке смешивали растворы 6.25  мкл 20  мМ 
CuSO4  (0.125  мкмоль, 2  экв.) и  12.5  мкл 50  мМ 
THPTA (0.625 мкмоль, 10 экв.), затем весь объем по-
лученного раствора переносили к  смеси БСА–азида  
и  СТР–алкина. Затем добавляли 50  мкл 100  мМ  
гидрохлорида гидроксиламина (5  мкмоль, 80  экв.). 
Пробирку заполняли аргоном и оставляли на переме-
шивание на 24 ч. Конъюгат очищали диализом против 
10  мМ ФСБ, рН  7.4. По  окончании диализа опреде-
ляли концентрацию белка методом УФ-видимой спек-
трофотометрии на приборе UV5Nano (Mettler Toledo, 
Швейцария). Готовый конъюгат хранили при 4℃.

Синтез конъюгата БСА–тетрациклин

Конъюгат БСА–тетрациклин получали по  известной 
методике с изменениями [14]. Смешивали 8 мл раство-
ра 18.75 мг/мл БСА, 2 мл 3 М раствора ацетата натрия 
и 12 мл раствора 8.3 мг/мл тетрациклина гидрохлорида 
в воде, после чего по каплям при перемешивании добав-
ляли 3.75 мл 37% раствора формальдегида. Закрывали 
емкость от  света фольгой. Реакционную смесь пере-
мешивали в  течение 6  ч при комнатной температуре 
(20–22°C). Затем проводили диализ против 10 мМ ФСБ, 
pH 7.4. Далее конъюгат называем БСА–ТЕТ.

MALDI-TOF1 спектрометрия

Масс-спектрометрический анализ осуществляли 
в  режиме регистрации положительно заряженных 
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ионов на приборе RapifleX (Bruker, Германия) в цен-
тре коллективного пользования передовой масс-спек-
трометрии Сколковского института науки и техноло-
гий. В анализе использовали раствор матрицы HССA 
(α-циано-4-гидроксикоричная кислота): навеску су-
хой матрицы HССA (Sigma-Aldrich, США) раство-
ряли в 50% водном ацетонитриле с 0.5% трифторук-
сусной кислоты в концентрации 20 мг/мл. Образцы 
по 1 мкл наносили на мишень Ground Steel (Bruker, 
Германия). После высыхания капли поверх образца 
наносили 1  мкл матрицы. Кристаллизация образца 
и  матрицы проходила при комнатной температуре 
в  ламинарном шкафу. Каждую пробу анализирова-
ли в  одном техническом повторе в  режиме измере-
ния положительных ионов. Ошибка измерения m/z 
составляла не  более 500  ppm (до 35  Да на  массе 
70000 Да). Визуализацию спектров выполняли с ис-
пользованием Origin 9.8 (OriginLab, США).

Синтез НЧЗ
НЧЗ синтезировали по  методике  [15]. Сначала полу-
чали зародышевый раствор. К  50  мл деионизирован-
ной воды при перемешивании 700  об/мин добавляли 
100 мкл 5% раствора золотохлористоводородной кис-
лоты и доводили до кипения. Затем добавляли 1.5 мл 
1% раствора цитрата натрия и продолжали кипячение 
в течение 15 мин. Готовый зародышевый раствор до-
водили до комнатной температуры перед использова-
нием. Затем к 49 мл деионизированной воды при пе-
ремешивании 700 об/мин добавляли 1 мл полученного 
зародышевого раствора НЧЗ, 0.5 мл 1% раствора цитра-
та натрия, 0.1 мл 5% золотохлористоводородной кисло-
ты и 0.25 мл 0.5% раствора гидрохинона. Полученный 
золь хранили при 4℃ в течение двух месяцев.

Подготовка тест-полосок
При помощи диспенсера ZX1010  (BioDot, США) 
на тестовую зону нитроцеллюлозной мембраны нано-
сили конъюгаты БСА–СТР и БСА–ТЕТ, а на контроль-
ную зону  — иммуноглобулины куриного яйца  IgY. 
Мембрану с нанесенными реагентами сушили в тер-
мостате при 45℃ в течение 1 ч. Мультимембранный 
композит нарезали на  тест-полоски шириной 4  мм 
на гильотинном резаке ZQ4500 (KinВio, Китай) и хра-
нили при комнатной температуре в герметичном паке-
те с добавлением силикагеля.

Подбор оптимального значения 
pH и концентрации белка для сорбции 
на поверхности НЧЗ
Подбор проводили по  методике  [16]. Оптимальные 
значения pH  для конъюгации и  концентрацию ан-
тител определяли по  устойчивости конъюгата НЧЗ 
к  воздействию сильного электролита (раствор 10% 

NaCl). Подбор осуществляли при помощи спек-
трофотометрии на  приборе Varioskan LUX (Thermo 
Fisher Scientific, США). При агрегации золя наноча-
стиц пик на  спектре поглощения раствора уширя-
ется, оптическая плотность (ОП) раствора на длине 
волны максимального светопоглощения снижается, 
а в области длинных волн растет. Таким образом, для 
измерения степени агрегации использовали услов-
ный спектральный коэффициент K  =  ОП536/ОП750, 
отражающий степень агрегации. При агрегации золя 
значение K будет снижаться.

Конъюгация антител с НЧЗ

К 10 мл раствора НЧЗ, доведенного до pH 8, добавля-
ли 20 мкг поликлональных козьих антител к иммуно-
глобулинам мыши. Инкубировали в течение 1 ч на ор-
битальной мешалке. Добавляли 0.4 мл 10% раствора 
БСА и инкубировали еще 30 мин. Центрифугировали 
30 мин при 5000g. Супернатант отбирали, осадок пе-
рерастворяли в 0.5 мл 4 мМ трис-буфера pH 8, содер-
жащего 5% сахарозы и 0.1% БСА. Полученный конъ-
югат обозначили НЧЗ–анти-мышь. Конъюгат НЧЗ 
с  поликлональными козьими антителами к  антите-
лам курицы IgY получали аналогично и обозначили 
НЧЗ–анти-IgY. Готовые конъюгаты хранили при 4℃.

К конъюгату НЧЗ–анти-мышь добавляли антитела 
к стрептомицину или тетрациклину и инкубировали 
на  орбитальном шейкере. Спустя 10  мин добавля-
ли мышиные иммуноглобулины для блокирования 
оставшихся сайтов связывания. Полученные конъю-
гаты обозначили НЧЗ–анти-СТР и НЧЗ–анти-ТЕТ со-
ответственно. Готовые конъюгаты хранили при 4℃.

Проведение ИХА

В лунке микротитровального планшета смешивали 
раствор конъюгатов НЧЗ–анти-ТЕТ, НЧЗ–анти-СТР, 
НЧЗ–анти-IgY и 200 мкл образца молока. Молоко ис-
пользовали без предварительной обработки или раз-
бавления. Диапазон исследованных концентраций 
иммунореагентов приведен в  табл.  1. Затем лунку 
на 5 мин помещали в нагретый до 40℃ термоинку-
батор. После этого погружали тест-полоску в лунку 
на 5 мин. Вынимали тест-полоску из раствора и уда-
ляли мембрану для образца с целью остановки реак-
ции. Интенсивность окрашивания линии тест-поло-
ски считывали на ридере TSR-100 (Allsheng, Китай).

Обработка результатов ИХА

Для анализа взаимосвязи интенсивности сигнала (y) 
и  концентрации аналитов в  образце  (x) применяли 
программное обеспечение Origin  9.8  (Origin  Lab, 
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США). Для аппроксимации концентрационных за-
висимостей использовали сигмоидальную функцию:

( ) / [1 ( / ) ] ,dy a b x c b= - + +

где a  — максимальный сигнал; b  — минимальный 
сигнал; c  (или IC50) — концентрация антигена, при 
которой сигнал уменьшается на  50% от  диапазона 
его изменений; d — крутизна аппроксимирующей за-
висимости в точке c.

Инструментальный предел обнаружения рас-
сматривался как концентрация аналита, вызы-
вающая 10% снижение регистрируемого анали-
тического сигнала  [17]. Визуальным пределом 
обнаружения называли минимальную концентра-
цию аналита, при которой интенсивность окраши-
вания тестовой линии окажется слабее интенсив-
ности окрашивания контрольной линии или будет 
сопоставима.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для достижения цели работы было необходимо вы-
полнить ряд задач: 1) осуществить синтез конъюга-
тов стрептомицина и тетрациклина с белком-носите-
лем для иммобилизации на аналитической мембране; 
2) провести оптимизацию иммобилизации специфи-
ческих антител к антибиотикам на поверхность НЧЗ, 
опосредованную вторичными антителами; 3)  опре-
делить предел обнаружения ИХА с применением по-
лученных иммунореагентов.

Синтез конъюгатов БСА с антибиотиками

Конъюгат БСА–СТР 1 получали при помощи клик-ре-
акции (рис. 1) [18]. БСА предварительно конъюгиро-
вали с оксисукцинимидным эфиром γ-азидобутиро-
вой кислоты с  получением конъюгата БСА–азид  2. 
Эффективность конъюгации по данным MALDI-TOF 
масс-спектрометрии составила 14  азидных групп 
на 1 молекулу БСА. Алкиновый аддукт 3 получали 
реакцией стрептомицина с гидразидом пропинилок-
сипропионовой кислоты с  образованием соответ-
ствующего гидразона  3. Реакционная способность 
стрептомицина с дигидразидом адипиновой кислоты 
была описана ранее [19], что было положено в осно-
ву используемой в данной работе методики.

В клик-реакции в  качестве восстановителя 
меди стандартно применяют L-аскорбат натрия. 
Сообщается [18], что побочный продукт окисления 
дегидроаскорбат может взаимодействовать с  боко-
выми радикалами белков (преимущественно арги-
нина), поэтому рекомендуется добавлять в реакцию 
ловушку для дегидроаскорбата («скавенджер»), на-
пример, аминогуанидин. Чтобы защитить гуаниди-
новые группы стрептомицина от нежелательной ре-
акции, мы проводили клик-реакцию, используя два 
разных восстановителя меди — L-аскорбат натрия, 
с добавлением гуанидина в качестве «скавенджера», 
и  гидроксиламин. Результаты конъюгации по  дан-
ным MALDI-TOF масс-спектрометрии составили 
6.0  и  5.6  молекул гаптена на  1  молекулу БСА при 

БСА
BSA

H2O, pH 8.5

H2O, pH 11

CH2O, H2O, pH 8.5

TTHPTA, Cu2+

L-ascorbic acid/NH2–OH

Рис. 1. Схема синтеза конъюгатов БСА–СТР 1 и БСА–ТЕТ 5

Fig. 1. Scheme of the synthesis of bovine serum albumin (BSA)– streptomycin (STR) 1 and BSA– tetracycline (TET) 5 conjugates
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использовании L-аскорбата натрия и  гидроксила-
мина соответственно (рис.  2). При сравнительном 
эксперименте в ИХА конъюгаты не отличались друг 
от друга по работоспособности (данные не показа-
ны). В дальнейшем мы использовали конъюгат, по-
лученный восстановлением в  присутствии только 
гидроксиламина.

Конъюгат БСА–ТЕТ  5  получали в  стандартных 
условиях по реакции Манниха [14]. Эффективность 
конъюгации составила 1  молекулу тетрациклина 
на 1 молекулу БСА (рис. 2).

Синтез НЧЗ

По данным УФ-видимой спектрофотометрии длина 
волны максимального светопоглощения полученного 
золя составляет 536  нм, что соответствует среднему 
размеру частиц приблизительно 55–60 нм (рис. 3) [20].

Схема конкурентного ИХА 
для определения тетрациклинов 
и стрептомицина

Иммунохроматографическая тест-полоска для 
определения тетрациклинов и стрептомицина была 
устроена следующим образом (рис. 4). Нанесенные 
на  нитроцеллюлозную мембрану конъюгаты 
БСА–ТЕТ, БСА–СТР и  иммуноглобулины курино-
го яйца  IgY формировали на  аналитической мем-
бране две тестовые линии  (ТЛ) и  контрольную 
линию  (КЛ) соответственно. Аналитические конъ-
югаты НЧЗ–анти-ТЕТ, НЧЗ–анти-СТР и  контроль-
ный конъюгат НЧЗ–анти-IgY смешивали с  пробой 
в  микролунке непосредственно перед анализом 

и инкубировали в течение 5 мин. Благодаря стадии 
инкубации антител с  образцом время их  взаимо-
действия с  аналитом увеличивается, что приводит 
к  снижению предела обнаружения  [7], поскольку 
обеспечиваются лучшие кинетические условия для 
образования комплекса антитело–антиген по  срав-
нению с традиционным форматом ИХА, в котором 
реакция ограничена диффузией иммунореаген-
тов в  пористых структурах мембраны тест-поло-
ски [21].

После погружения тест-полоски в  пробу, сме-
шанную c конъюгатом НЧЗ, смесь движется вдоль 
тест-полоски с нанесенными на нее реагентами под 
действием капиллярных сил. При отсутствии ана-
литов в пробе (рис. 4a), антитела свяжутся с анали-
тами, закрепленными на БСА, что приведет к акку-
мулированию золотых частиц на  ТЛ и  появлению 
окрашивания. Если в  образце присутствует один 
из  аналитов или сразу оба (рис.  4b), то  он (они) 
будет препятствовать связыванию конъюгата НЧЗ 
с  конъюгатом аналита с  БСА на  ТЛ, за  счет чего 
окрашивание ТЛ  будет неярким или будет отсут-
ствовать.

Поскольку условия проведения анализа и состав 
образца молока могут повлиять на визуальную ин-
терпретацию результата, мы  посчитали необходи-
мым использование контрольной линии в качестве 
эталона сравнения яркости окрашивания. В  связи 
с  этим, КЛ  окрашивается за  счет специфического 
связывания НЧЗ–анти-IgY с  иммуноглобулинами 
куриного яйца IgY. Таким образом, яркость окра-
шивания будет постоянной и независимой от того, 
какая часть аналитического конъюгата задержится 
на ТЛ.
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Fig. 3. Light absorption spectrum of the colloidal gold 
nanoparticles
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Результат анализа определяется сравнением ярко-
сти ТЛ  и  КЛ. Если ТЛ  более яркая, чем КЛ  — ре-
зультат отрицательный. Если ТЛ  менее яркая, чем 
КЛ или их яркость сопоставимая — положительный. 
Выбранный способ оценки результата мы  посчи-
тали более приемлемым, учитывая субъективность 
визуальной интерпретации. Это позволяет снизить 
предел обнаружения анализа при визуальной интер-
претации результатов, поскольку положительным ре-
зультатом будет считаться не только полное исчезно-
вение тестовой линии (что характерно для высоких 
концентраций аналита), а  даже видимое снижение 
ее интенсивности для относительно невысоких кон-
центраций аналита.

Конъюгация антител с НЧЗ

Вторичные антитела конъюгировали с НЧЗ посред-
ством физической адсорбции при pH  8  и  концен-
трации 2  мкг/мл. Выбранные параметры получили, 
исходя из  эксперимента по  подбору оптимальных 
условий (рис. 5).

Предварительные эксперименты с  иммоби-
лизацией антител к  стрептомицину на  НЧЗ по-
средством вторичных антител показали, что по-
лученный конъюгат оказался нестабильным. Уже 
через сутки после приготовления конъюгатов 

наблюдалась статистически значимая утрата актив-
ности (рис. 6, заштрихованный столбец, p < 0.05) 
и  существенная агрегация, о  чем свидетельство-
вало снижение коэффициента агрегации раствора 
конъюгата. При использовании двух конъюгатов 
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Fig. 5. Selection of optimal conditions for the sorption 
of antibodies to mouse immunoglobulins. The arrow indicates 
the selected concentration and pH value
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Рис. 4. Схема конкурентного ИХА тетрациклинов и стрептомицина. (a) Отрицательный образец; (b) положительный образец; 
(c) схема интерпретации результата анализа

Fig. 4. Schematic diagram of the developed competitive immunochromatographic assay (ICA) of tetracyclines and streptomycin. 
(a) Negative sample; (b) positive sample; (c) result interpretation scheme
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в  анализе (НЧЗ–анти-ТЕТ и  НЧЗ–анти-СТР) на-
блюдалось увеличение интенсивности окраши-
вания линии тетрациклина при добавлении в  об-
разец стрептомицина. Мы  предполагаем, что оба 
этих явления происходят из-за образования агре-
гатов наночастиц, вызванных кросс-сшивками 
посредством связывания вторичных антител, не-
сущих одновременно антитела и к стрептомицину, 
и  к  тетрациклину. В  результате, когда в  образце 
есть стрептомицин, та часть образовавшегося по-
ливалентного конъюгата, которая задерживалась 
на  линии стрептомицина, может перейти на  ли-
нию тетрациклина.

Для предотвращения агрегации и  образования 
поливалентных агрегатов мы  посчитали рацио-
нальным блокировать незанятые сайты связыва-
ния вторичных антител, для чего использовали 
неспецифические мышиные иммуноглобулины  G. 
Модельный эксперимент без использования специ-
фических антител к стрептомицину и тетрациклину 
показал, что зависимость агрегации от количества 
введенных мышиных антител имела нелинейный 
характер с выраженным минимумом (рис. 7). В ди-
апазоне концентраций 1–7  мкг/мл наблюдалось 
увеличение степени агрегации. Это можно объяс-
нить тем, что в  низкой концентрации количество 
сайтов связывания вторичных антител значительно 
превышает количество мышиных антител, и  сами 
мышиные антитела связывают соседние наноча-
стицы. Начиная с  концентрации 9  мкг/мл, возни-
кал стабилизирующий эффект, который можно 
объяснить тем, что количество мышиных антител 

уже сопоставимо с количеством сайтов связывания 
вторичных антител и  предотвращает образование 
крупных агрегатов. При достижении концентра-
ции 20 мкг/мл некоторая степень агрегации все еще 
фиксировалась (p < 0.05), но мы посчитали ее при-
емлемой для дальнейшего применения (рис.  7). 
Выбранную концентрацию использовали для син-
теза конъюгатов НЧЗ–анти-ТЕТ и  НЧЗ–анти-СТР. 
Конъюгат НЧЗ–анти-СТР, приготовленный с  ис-
пользованием блокирующих антител в концентра-
ции 20 мкг/мл, сохранил работоспособность спустя 
24 ч после приготовления (рис. 6, незаштрихован-
ный столбец). Следующим этапом работы был под-
бор оптимальных концентраций иммунореагентов 
тест-системы, чтобы достичь наименьшего предела 
обнаружения.

Оптимизация предела обнаружения

Для достижения низкого предела обнаружения 
применяли известные методические подходы [22], 
которые заключались в  подборе соотношения ан-
титело–метка и  концентраций иммунореагентов 
(табл.  1). Поскольку визуальная интерпретация 
результата заключается в сравнении яркости тесто-
вых линий с контрольной, то при подборе концен-
трации иммунореагентов мы  стремились к  тому, 
чтобы яркость контрольной линии была значитель-
но ниже.

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 о

кр
аш

ив
ан

ия
 л

ин
ии

, у
сл

. е
д.

Li
ne

 c
ol

or
in

g 
in

te
ns

ity
, a

.u
.

	 0	 24
Прошло времени после приготовления, ч

Time passed since preparation, h

 �С добавлением мышиных IgG 
Blocking mouse IgG added
 �Без блокирующих мышиных IgG 
No blocking mouse IgG added

400

350

300

250

200

150

100

50

0

Рис. 6. Активность конъюгата НЧЗ–анти-СТР 
в присутствии и в отсутствии блокирующих 
иммуноглобулинов (20 мкг/мл)

Fig. 6. Activity of the GNP–anti-STR conjugate in the 
presence and in the absence of blocking immunoglobulins 
(20 μg/mL)
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Предел обнаружения разработанного анализа 
и  сопоставление с  некоторыми ранее опублико-
ванными работами приведены в табл. 2 и на рис. 8. 
Согласно Техническому регламенту Таможенного 
союза «О безопасности молока и  молочной про-
дукции» (ТР  ТС  033/2013) предельно допустимая 

2	 Технический регламент Таможенного союза “О безопасности молока и  молочной продукции” (ТР  ТС  033/2013) (с измене-
ниями на  23  июня 2023  г.). URL: https://docs.cntd.ru/document/499050562. Дата обращения 14.07.2025. [Technical Regulations 
of  the Customs Union “On the safety of  milk and dairy products” (TR  CU  033/2013) (as amended on  June  23, 2023) (in  Russ.). URL:  
https://docs.cntd.ru/document/499050562. Accessed June 14, 2025.]

концентрация антибиотиков стрептомицина и тетра-
циклинов составляет 200  и  10  нг/мл соответствен-
но2. Достигнутые пределы обнаружения достаточ-
ны для применения тест-системы в  соответствии 
с ТР ТС 033/2013 и находятся на одном уровне с ра-
нее опубликованными работами (табл. 2).

Таблица 1. Подобранный расход иммунореагентов

Table 1. Selected immunoreagent amounts

Иммунореагент
Immunoreagent

Диапазон 
исследованных 
концентраций

Studied 
concentration range

Выбранное 
количество

Selected amount

Иммунореагент
Immunoreagent

Диапазон 
исследованных 
концентраций

Studied 
concentration range

Выбранное 
количество

Selected amount

БСА–ТЕТ
BSA–TET

0.5–2.0 мг/мл
0.5–2.0 mg/mL

1 мг/мл
1 mg/mL

НЧЗ–анти-IgY
GNP–anti-IgY

1–5 мкл
1–5 μL

3.5 мкл
3.5 μL

БСА–СТР 
BSA–STR

0.1–1.0 мг/мл
0.1–1.0 mg/mL

0.2 мг/мл
0.2 mg/mL

Антитела 
к тетрациклину
Anti-tetracycline 
antibody

2–9 мкг/мл 

2–9 μg/mL 

4 мкг/мл 

4 μg/mL 

НЧЗ–анти-ТЕТ
Gold nanoparticles 
(GNP)–anti-TET

10–20 мкл
10–20 μL 

20 мкл
20 μL 

Антитела 
к стрептомицину
Anti-streptomycin 
antibody

2–9 мкг/мл 

2–9 μg/mL 

5 мкг/мл 

5 μg/mL 

НЧЗ–анти-СТР
GNP–anti-STR

10–20 мкл
10–20 μL

20 мкл
20 μL

Мышиные 
иммуноглобулины
Mouse 
immunoglobulin

0–20 мкг/мл 

0–20 μg/mL 

20 мкг/мл 

20 μg/mL 

Таблица 2. Сравнение разработанного ИХА с опубликованными методами. Инструментальный предел обнаружения (иПО), 
визуальный предел обнаружения (вПО)*

Table 2. Comparison of the developed ICA with published methods. Instrumental limit of detection (iLOD), visual limit of detection 
(vLOD)*

Антибиотик
Antibiotic

Метод определения
Detection method

Образец
Sample type

иПО, нг/мл
iLOD, ng/mL

вПО, нг/мл
vLOD, ng/mL

Литература
References

Те
тр

ац
ик

ли
ны

Te
tra

cy
cl

in
e

Флуоресцентный анализ
Fluorescence analysis

Вода
Water

750 – [23]

Буфер
Buffer

2.86 – [24]

Высокоэффективная жидкостная 
хроматография
High performance liquid 
chromatography

Молоко
Milk

21 – [25]

https://docs.cntd.ru/document/499050562
https://docs.cntd.ru/document/499050562
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Антибиотик
Antibiotic

Метод определения
Detection method

Образец
Sample type

иПО, нг/мл
iLOD, ng/mL

вПО, нг/мл
vLOD, ng/mL

Литература
References

Те
тр

ац
ик

ли
ны

Te
tra

cy
cl

in
e

Иммуноферментный анализ
Enzyme-linked immunosorbent assay

Молоко
Milk

IC50 = 0.72 – [26]

Колориметрический бумажный 
сенсор с детекцией сигнала 
при помощи смартфона
Colorimetric paper-based sensor with 
signal detection via smartphone imaging

Молоко
Milk

0.5 – [27]

ИХА
ICA

Человеческая 
сыворотка

Human serum
0.4 11 [28]

Молоко
Milk

– 0.8 [29]

Молоко
Milk

Хлортетрациклин
Chlortetracycline

Данная работа
This work

2.15 7.5

Окситетрациклин
Oxytetracycline

0.29 2

Доксициклин
Doxycycline

0.78 6

Тетрациклин
Tetracycline

1.27 4

Ст
ре

пт
ом

иц
ин

St
re

pt
om

yc
in

Поверхностно-усиленное 
комбинационное рассеяние
Surface-enhanced Raman scattering 

Молоко
Milk

2.13 ∙ 10−3 – [30]

Анализ, основанный на агрегации 
L-гистидин функционализованных 
НЧЗ
Aggregation-based L-histidine 
functionalized GNP assay

Молоко
Milk

0.66 – [31]

Электрохимический сенсор
Electrochemical sensor

Молоко
Milk

0.33 ∙ 10−3 – [32]

Разрешенная флуоресценция 
наночастиц в ИХА
Resolved fluorescence 
of nanoparticles in ICA

Молоко
Milk

1.10 нг/г 
1.10 ng/g

– [33]

ИХА
ICA

Молоко
Milk

0.4 50 [34]

Молоко
Milk

1.34 25
Данная работа

This work

* Таблица не является исчерпывающим обзором методов и включает только выборочные публикации.
* The table does not aim to provide a comprehensive overview and includes only selected examples from the literature.

Таблица 2. Продолжение

Table 2. Сontinued
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Рис. 8. Градуировочные кривые зависимости интенсивности окрашивания тестовой линии от концентрации стрептомицина 
и тетрациклинов в молоке и фотографии результатов ИХА определения (a) стрептомицина, (b) хлортетрациклина,  
(c) окситетрациклина, (d) доксициклина, (e) тетрациклина. Цифры над фотографиями обозначают исследуемую концентрацию 
соответствующего аналита

Fig. 8. Calibration curves showing the dependence of the test line color intensity on the concentration of streptomycin and 
tetracyclines in milk, and photographs of ICA results for the detection of (a) streptomycin, (b) chlortetracycline, (c) oxytetracycline,  
(d) doxycycline, and (e) tetracycline. The numbers above the photographs indicate the tested concentration of the corresponding analyte
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Рис. 9. (a) Проверка кросс-реактивности тест-системы; (b) оценка влияния на сигнал одновременного нахождения 
тетрациклина и стрептомицина в пробе

Fig. 9. (a) Assessment of the test system’s cross-reactivity; (b) evaluation of the effect on the signal caused by the simultaneous 
presence of tetracycline and streptomycin in the sample 
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Дополнительно была проверена специфичность 
разработанной тест системы к  другим аминоглико-
зидам  — гентамицину и  канамицину, а  также пени-
циллину и  хлорамфениколу. Показано отсутствие 
статистически достоверного влияния кросс-реаген-
тов в  концентрации 1000  нг/мл в  молоке на  сигнал 
(рис.  9a). Отсутствие кросс-реактивности с  амино
гликозидами может объясняться высокой специ-
фичностью антител к стрептомицину и более значи-
тельными отличиями в  структуре рассматриваемых 
антибиотиков. Взаимная интерференция стрептоми-
цина и тетрациклина также отсутствовала (рис. 9b).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана тест-система для одновременно-
го обнаружения тетрациклинов и  стрептомици-
на в  неразбавленном молоке. Визуальный предел 
обнаружения стрептомицина, хлортетрациклина, 
окситетрациклина, доксициклина, тетрациклина, 
составляет 25, 7.5, 2, 6, 4  нг/мл соответственно. 
Блокировка свободных центров вторичных анти-
тел позволяет повысить стабильность конъюгатов. 
Разработанная тест-система удовлетворяет норма-
тивным требованиям и может быть рекомендована 
для практического применения для контроля конта-
минации молока антибиотиками. Использованные 
в  работе методические подходы одновременного 
определения группы тетрациклинов и  стрептоми-
цина позволят перейти к  созданию тест-системы 
для одновременного определения трех или четырех 
групп антибиотиков.
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