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Разработана оригинальная технология синтеза прочных ковалентных 
диагностических конъюгатов аффинных соединений с частицами уг-
лерода. Такие диагностикумы не только устойчивы при хранении, но 
и обладают рядом привлекательных качеств: чрезвычайно высокой 
оптической контрастностью, низкой способностью к фонообразова-
нию и другими, что позволяет использовать их при конструировании 
широкого спектра аналитических тест-систем. Системы на основе ди-
агностических конъюгатов с использованием углеродных частиц име-
ют преимущества по сравнению с существующими аналогами, а в ря-
де случаев аналогов таким системам просто не существует. 

 
Существенное место в методическом 

обеспечении современной лабораторной 
диагностической практики занимают сис-
темы количественного и качественного 
твердофазного иммуноферментного и не-
ферментного определения различных со-
единений, макромолекул, вирусов и пр. 
Проведение инструментального иммуно-
ферментного анализа требует не только 
специальной регистрирующей аппарату-
ры, но и значительных временных затрат, 
в то время как неферментные (полуколи-
чественный и качественный) анализы не 

нуждаются в инструментальном обеспе-
чении и более оперативны в процедурном 
отношении. Наиболее интересной и пер-
спективной, на наш взгляд, является раз-
работка и совершенствование именно 
безинструментальных методов, посколь-
ку их применение является технологиче-
ски и экономически привлекательным. 

Большинство неинструментальных сис-
тем основано на применении диагностиче-
ских конъюгатов из оптически плотных 
частиц, таких как эритроциты, цветные ла-
тексные частицы, коллоиды золота, неме-
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таллические коллоиды (коллоиды селена, 
теллура) [7, 9, 10, 11]. Результат таких ана-
лизов оценивают по окрашиванию зоны 
специфического связывания антигенов с 
антителами на непористом или пористом 
твердом носителе. Наряду с достоинствами 
(простота и наглядность) все эти диагно-
стикумы не лишены недостатков. 

Минусами эритроцитарного диагно-
стикума являются невозможность его 
точной стандартизации, высокая степень 
субъективизма в оценке результатов, ог-
раниченный срок хранения. Кроме того, 
неинструментальные тест-системы с ис-
пользованием эритроцитарного диагно-
стикума имеют недостаточную чувстви-
тельность и специфичность, что в конеч-
ном итоге способствует получению лож-
ноотрицательных и ложноположитель-
ных результатов. 

Латексные тесты, диагностические 
конъюгаты которых основаны на приме-
нении цветных латексных частиц, также 
имеют ряд существенных недостатков, 
обусловленных нестабильностью как са-
мого диагностикума, так и результатов 
анализа. Необходимость визуальной ре-
гистрации результатов через строго опре-
деленное время (от 3–5 до 10–15 мин для 
разных тестов) увеличивает субъектив-
ность оценки результатов. Невозмож-
ность объективного учета результата и 
сохранения его для последующего дина-
мического сравнения ограничивает цен-
ность и сужает область применения ла-
тексных тестов, а отклонение от опти-
мальных условий хранения часто стано-
вится причиной их непригодности. 

Недостатками диагностикума на осно-
ве частиц золота является относительно 
сложная процедура получения стабильно-
го коллоида, низкая чувствительность, 
связанная с невысокой хромофорностью 
(цветностью в видимом диапазоне свето-
вого спектра). Кроме того, для эффектив-
ного связывания частиц золота с иммуно-
реагентом необходимо учитывать изо-
электрическую точку белка. 

Использование коллоидных диагно-
стикумов селена и теллура в неинстру-
ментальных тест-системах требует высо-
ких концентраций маркеров из-за слабой 

цветности материала, что сомнительно 
оправданно с технологических и эконо-
мических позиций. 

Таким образом, основными недостат-
ками всех вышеуказанных реагентов яв-
ляются: низкая хромофорность, неста-
бильность частиц носителя и готовых 
конъюгатов в силу нековалентного харак-
тера связывания метки с аффинным со-
единением (нехимические адсорбцион-
ные связи, которые существенно слабее 
ковалентных и делают невозможным до-
бавление детергентов, часто применяю-
щихся для подавления неспецифического 
связывания в большинстве твердофазных 
анализов). 

Используемые нами диагностикумы 
на основе углеродных частиц, получен-
ные авторским методом, обладают рядом 
неоспоримых преимуществ, таких как вы-
сокая контрастность (черный цвет), чув-
ствительность и простота в применении 
[3, 5, 8]. Углеродная частица в отличие от 
вышеуказанных маркеров (эритроциты, 
латексные частицы и др.) обладает посто-
янной формой, не подвергается деформа-
ции и устойчива в процессе хранения. 

Углеродные конъюгаты получали по 
технологии двухстадийного синтеза 
(рис. 1), при котором пептизирующий и 
аффинный компоненты – различные со-
единения [3, 5]. Сухую углеродную матри-

Рис. 1. Схема двухэтапного синтеза 
углеродного диагностикума (Раев, 2008) 
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цу, полученную конденсацией из пламени 
горящего толуола, растирали до мелкодис-
персного состояния. Пептизацию (гидро-
филизацию) поверхности частиц осущест-
вляли внесением их в раствор бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА) в забуфе-
ренном физиологическом растворе (ЗФР) 
при интенсивном перемешивании на маг-
нитной мешалке, после чего активировали 
пептизированную поверхность раствором 
глутарового альдегида. Для удаления не 
связавшегося бычьего сывороточного аль-
бумина и глутарового альдегида проводи-
ли хроматографию на колонке с Sepharose 
CL-6B. После хроматографической очист-
ки осуществляли концентрирование сус-
пензии активированных углеродных час-
тиц с помощью метода концентрирующей 
ультрафильтрации в ячейке производства 
«Millipore» (США), используя мембрану с 
пределом исключения 30 кДа. Конъюгиро-
вание проводили инкубацией активиро-
ванных частиц с белком G при комнатной 
температуре и перемешивании. 
Синтез завершали гель-фильтрацией 

на колонке с Sepharose CL-6B для удале-
ния избытка белка G и добавлением БСА, 
глицерина и азида натрия в качестве ста-
билизатора, протектора и консерванта со-
ответственно. 
В результате применения разработан-

ной технологии каждая углеродная части-
ца оказывается заключенной в прочный 
протеиновый «каркас», все структури-
рующие связи которого ковалентные. 
Благодаря привлекательным аналити-

ческим и физическим характеристикам 
стало возможным применение синтезиро-
ванных углеродных диагностикумов в 
различных аранжировках твердофазного 
неинструментального иммуноанализа для 
определения широкого спектра объектов 
биологического происхождения. 
Углеродный диагностикум, в котором 

в качестве аффинного соединения был 
использован белок G стрептококка, обла-
дает способностью связываться с практи-
чески любыми иммуноглобулинами клас-
са G человека и большинства животных, 
что делает возможным его широкое при-
менение не только для контроля за имму-
низацией животных, но и в диагностике 

различных инфекционных заболеваний. 
На основе этого конъюгата была сконст-
руирована модельная тест-система для 
определения антител против токсина 
Yersinia рseudotuberculosis на непористой 
твердой фазе в различных аранжировках. 
Подобная система весьма актуальна, так 
как вспышки псевдотуберкулеза периоди-
чески регистрируются по всему миру. Не-
маловажен и факт отсутствия простых и 
оперативных аналитических систем, об-
ладающих достаточными уровнями чувст-
вительности и специфичности и пригод-
ных для диагностического тестирования 
на разных стадиях заболевания [1, 2, 4, 6]. 
В одной из предложенных аранжиро-

вок проводили определение антител к 
токсину Yersinia рseudotuberculosis на не-
пористой твердой фазе. В качестве осно-
вы твердофазного реагента использовали 
плоское дно лунок планшета, предназна-
ченного для серийных разведений, изго-
товленного из белого полистирола фирмы 
«Linbro» (США). Схема анализа пред-
ставлена на рис. 2. 

Модельная система тестирования вы-
глядела следующим образом. На дно лу-
нок планшета сорбировали токсин псев-
дотуберкулеза, иммуноглобулины G че-
ловека в качестве положительного и БСА 
в качестве отрицательного контролей. 
В часть лунок (1–5) вносили сыворот-

ку с антителами к токсину псевдотубер-
кулеза с серийным разведением пробы, 
кратно двум, начиная с разведения 1/500. 
В лунку 7 вносили сыворотку № 2 здоро-
вого человека в разведении 1/50, в лунки 
6, 8 – сыворотку № 1 и 3 здорового чело-
века в разведении 1/200 раз, в лунку 9 – 
забуференный физиологический раствор 
с 0,05 % твином (ЗФРТ). Время инкуба-

Рис. 2. Схема определения лиганда  
с использованием твердофазного реагента  

и углеродного диагностикума 

Антилигант лиганд 
коньюгат 
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Рис. 3. Определение антител к токсину Yersinia рseudotuberculosis  
на непористой твердой фазе 

Левая точка в нижнем ряду в каждой лунке – положительный контроль (К+), 
правая точка в нижнем ряду – внутренний отрицательный контроль (К-), верхний 
ряд – исследуемый образец. Схемы аналитических процедур: 
Лунки 1–5: Токсин Yersinia рseudotuberculosis. + антитела к токсину Yersinia 
рseudotuberculosis. (с серийным разведением пробы, кратном двум) + G белок-С – 
полная аналитическая система; 
Лунка 6: Токсин Yersinia рseudotuberculosis. + сыворотка № 1:200 + G белок-С – 
внешний отрицательный контроль; 
Лунка 7: Токсин Yersinia рseudotuberculosis. + сыворотка № 2:50 + G белок-С – 
внешний отрицательный контроль; 
Лунка 8: Токсин Yersinia рseudotuberculosis. + сыворотка № 3:200 + G белок-С – 
внешний отрицательный контроль; 
Лунка 9: Токсин Yersinia рseudotuberculosis. + ЗФРТ + G белок-С – контроль 
конъюгата 

ции составляло 30 минут, после чего лун-
ки промывали ЗФРТ и осуществляли де-
текцию конъюгатом G белок-углерод в 
течение 15 минут. 

Результаты проведенного эксперимен-
та, представленные на рис. 3, наглядно де-
монстрируют отсутствие ложноположи-
тельных реакций (внешние и внутренние 
отрицательные контроли), что свидетель-
ствует о высокой специфичности сконст-
руированной системы. Чувствительность 
системы определения антител в стандарт-
ной псевдотуберкулезной сыворотке (реа-
гент из набора, используемого для реак-
ции пассивной гемагглютинации – РПГА) 
соответствует разведению 1/8000 при ди-
агностически значимом значении чувстви-
тельности – 1/200. 

В качестве динамичной, пригодной 
для экспрессного анализа аранжировки 

применяли иммунофильтрационное опре-
деление антител к токсину Yersinia 
рseudotuberculosis на пористой твердой 
фазе. Определение антител осуществляли 
с помощью пластикового цилиндра с за-
глубленным отверстием в верхней части, 
заполненного крупнопористой хромато-
графической бумагой в качестве впиты-
вающего элемента, с помещаемыми свер-
ху опорным диском из крупнопористого 
полипропилена и иммуносорбентом, в ка-
честве которого использовали нитроцел-
люлозную мембрану с диаметром пор 
8 мкм (рис. 4). 

Иммуносорбент готовили нанесением 
токсина Yersinia рseudotuberculosis дота-
ми из капель по 10 мкл в ЗФР и иммуног-
лобулинов G человека в качестве внут-
реннего положительного контроля. Высу-
шенные после нанесения антилигандов 
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мембраны блокировали, замачивая их в 
блокирующем реагенте, содержащем 1 % 
казеина, на 1 час при комнатной темпера-
туре, после чего отмывали ЗФРТ и вновь 
высушивали. В ходе анализа в углубле-
ние крышки вносили 300 мкл ЗФРТ для 
смачивания иммуносорбента, следом 
300 мкл предварительно подготовленной 
пробы, представляющей собой смесь рав-
ных объемов исследуемого образца (стан-
дартная сыворотка для РПГА в разведе-
нии 1/300) и углеродного диагностикума 
с белком G в двукратном от рабочего раз-
ведении. После впитывания последней 
вносили 1 мл ЗФРТ для промывки по-
верхности мембраны. Время анализа со-
ставило 1,5–2 минуты. Результаты пред-
ставлены на рис. 5. 

Предложенный метод может оправдать 
себя как неинструментальный способ экс-
пресс-диагностики серьезного заболева-
ния с достаточной чувствительностью и 
привлекательными процедурными харак-
теристиками. 

Таким образом, использование диаг-
ностических конъюгатов на основе угле-
рода способно помочь в решении ряда 
проблем лабораторной и внеклинической 
диагностики, связанных с недостатками 
и/или отсутствием тест-систем. На основе 
углеродных диагностикумов возможно 
создание принципиально новых систем 
диагностического тестирования, которые 
могут значительно сократить и упростить 
процедуру анализа, не требуя сложного 
лабораторного оборудования и специаль-
но обученного персонала. 
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