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Исследовали иммунологические свойства моноклональных аутоантител к  тиреоглобулину 
щитовидной железы при конструировании конъюгатов «носитель-биолиганд». Были 
получены наночастицы серебра, золота и  полимерных микросфер с  размерами в  диапазоне 
40–50 нм (наночастицы металлов) и 706 нм (полимерные частицы). Проведена иммобилизация 
аутоантител на поверхность синтезированных наночастиц различной природы и изучено влияния 
наноносителей на иммунологические свойства иммобилизованных моноклональных аутоантител 
к  тиреоглобулину при помощи иммуноферментного анализа. Выявлено, что использование 
наночастиц серебра и  золота позволяет регулировать чувствительность и  специфичность 
иммуноферментного анализа с целью повышения или снижения предела обнаружения антигенов 
или антител для раннего выявления заболеваний в  лабораторной диагностике и  создания 
диагностических тест-систем нового поколения.
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Изучение аутоиммунных заболеваний щито-
видной железы является одной из  актуальных за-
дач современной эндокринологии [1]. Одним из ос-
новных патогенетически значимых аутоантигенов 
щитовидной железы является тиреоглобулин [2, 3]. 
Тиреоглобулин — антигенный фактор, к которому 
формируются аутоантитела при диффузном токси-
ческом зобе и  аутоимммунном тиреоидите, пред-
ставляет собой гликозилированный белок с молеку-
лярной массой 667 кДа, участвующий в биосинтезе 
тиреоидных гормонов щитовидной железы — ти-
роксина и трииодтиронина [3]. Выявление аутоан-
тител к  тиреоглобулину может служить важным 
иммунологическим критерием диагностики ауто-
иммунных заболеваний щитовидной железы (ти-
реоидит Хашимото, Базедова болезнь и другие) [4].

Из  литературы известно  [5], что при иммо-
билизации биомолекул на  частицах большого 

диаметра (микро- и  макроносители) возмож-
на экранизация активных центров биомолеку-
лы, а также изменение ее нативной конформации 
в  результате прочной многоточечной адсорбции 
на поверхности носителя. Данное явление в даль-
нейшем может негативно сказывается на  имму-
нологических свойствах биомолекулы при ее аф-
финном взаимодействии с  детектируемой мо-
лекулой или рецептором клеточной мембраны. 
Использование частиц малого размера (наноча-
стиц) в  качестве носителей позволит сохранить 
нативную форму иммобилизованных биомолекул, 
тем самым обеспечит их высокую активность.

Целью работы являлось изучение влияния на-
ноносителей различной природы на  иммуноло-
гические свойства моноклональных аутоантител 
к  тиреоглобулину щитовидной железы при кон-
струировании конъюгатов «носитель-биолиганд».

Список сокращений: ТГ — тиреоглобулин, моноАТ — моноклональные антитела, ИФА — непрямой иммуноферментный анализ
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Изучение влияния наноносителей различной природы

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

Получение наночастиц различной природы 
в  диапазоне 40–700  нм  с  узким распределением 
по размеру.

Получение тиреоглобулина (ТГ) и  монокло-
нальных антител (моноАТ) к разным эпитопам ТГ.

Иммобилизация моноАТ к ТГ на поверхности 
синтезированных наночастиц.

Изучение влияния наноносителей на иммуно-
логические свойства иммобилизованных моноАТ 
к ТГ.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Металлические наноносители получали мето-
дом химического восстановления танином солей 
серебра (AgNO3) и  золота (НAuCl4)  [6]. Наноча-
стицы полистирола получали методом гетерофаз-
ной полимеризации в  отсутствии ПАВ и  в  при-
сутствии его избыточного количества [7].

Размер наночастиц определяли методом прос-
вечивающей электронной микроскопии на прибо-
ре JEM-2100 (JEOL, Япония), как описано в  [8]. 
x  — потенциал наночастиц измеряли методом 
электрофоретического рассеяния света на прибо-
ре Zetasizer (Malvern, Англия) [9].

Моноклональные антитела получали ме-
тодом in  vivo. Мышам вводили по  0,5  мл  при-
стана, затем через 1–2  недели внутрибрюшин-
но инокулировали 1,0 мл суспензии гибридных 
клеток в  дозе (2–4)∙106  с  последующим отбо-
ром асцитной жидкости. В  качестве биологи-
чески активных молекул при конструировании 
конъюгатов «носитель-биолиганд» использо-
вали аффинно-очищенные моноклональные ау-
тоантитела к  различным эпитопам тиреоглобу-
лина щитовидной железы человека (МкАТ 1. 
и  МкАТ  2.)  [10,11]. Моноклональные антитела 
МкАТ 1. и  МкАТ 2. (является конкретным на-
званием моноклонального антитела) очища-
ли, предварительным осаждением в  присутст-
вии раствора сульфата аммония при 50% насы-
щении, после диализа против 0,01  М  раствора 
фосфатного буферного раствора pH  7,2. Полу-
ченные образцы моноАТ (МкАТ 1. и  МкАТ 2.) 
наносили на  афффинную колонку с  сорбентом 
Сефароза 4  B, связанным с  тиреоглобулином. 
После очистки моноАТ концентрировали с  по-
мощью системы «AMICON®» до концентрации 
1,0  мг/мл. Исследование специфичности, эф-
фекторных свойств МкАТ проводили методом 
иммуноферментного анализа (ИФА).

Синтез пероксидазных конъюгатов проводи-
ли перйодатным методом по  Nakane et  al.  [12]. 

Конъюгат стабилизировали внесением бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) до  концентра-
ции БСА 10 мг/мл и хранили при минус 20 °С.

Тиреоглобулин выделяли из супернатанта, по-
лученного в результате ультрацентрифугирования 
( при 105000 g в течение 60 мин при +4 С0 ) гомо-
гената ткани щитовидной железы. Степень очист-
ки ТГ  контролировали методом электрофореза 
в  5% полиакриламидном геле  [13,14]. Тиреогло-
булин на электрофореграмме определялся как ди-
мер с молекулярной массой 660 кДа. Концентра-
цию белка определяли методом Лоури  [15]. Сте-
пень очистки ТГ составила 98%.

Реакцию связывания наночастиц с  моноАТ 
подтверждали электрофорезом белков в  полиа-
криламидном геле [13].

Условия проведения электрофореза: постоян-
ное напряжение 100 В, время 45 мин, температу-
ра 20 °С, буфер для электрофореза: 25  мМ  трис, 
192 мМ глицин, pH 8,3.

Исследование влияния иммобилизованных 
наночастиц на иммунологические свойства ауто-
антител проводили методом непрямого иммуно-
ферментного анализа (ИФА) [10].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наночастицы серебра (Ag) и  золота (Au) 
были получены методом химического восста-
новления танином солей (AgNO3) и  (НAuCl4) 
в  присутствии буферного раствора тетрабора-
та натрия с  рН=9. Методом гетерофазной поли-
меризации в  отсутствии ПАВ были синтезиро-
ваны полистирольные микросферы с  диаметром 
40–700  нм  (St1  и  St2). Процесс проводили при 
70 °С в течение 24 ч до полной конверсии моно-
мера. В  качестве инициатора использовали пер-
сульфат калия (K2S2O8) в  количестве 1% масс. 
в расчете на мономер, концентрация мономерной 
фазы составляла 10% масс. в расчете на систему.

Методом просвечивающей электронной ми-
кроскопии на  приборе Jeol JEM -2100 (Япо-
ния)  [8] установлено, что средний размер нано-
частиц составил для Ag  — 40  нм, Au  — 40  нм, 
St1  — 49  нм  и  St2  — 706  нм. Коэффициент ва-
риации размера всех видов наночастиц находился 
в интервале от 4,8 до 5%.

Иммобилизацию моноклональных аутоан-
тител на  полученных наноносителях прово-
дили методом физической адсорбции  смеши-
вая 1,0 мл раствора антител МкАТ 1. и МкАт 2. 
с 1,0 мл раствора наночастиц, с концентрациями 
2, 4, 8, 16, 32, 64 мг/мл. Инкубировали при темпе-
ратуре 37 °С, в течение 12 ч на орбитальном шей-
кере при 200–250 об/мин.
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Наличие связывания наночастиц с  моноАТ 
подтверждали электрофорезом в  агарозном геле. 
На  рис.1  представлена фотография геля после 
проведения электрофореза иммобилизованных 
моноАТ с  наноночастицами серебра различной 
концентрации.

При электрофоретическом разделении бел-
ков после окрашивания геля золем с наночастица-
ми серебра желтого цвета коньюгат «наночасти-
цы серебра-аутоантитело» визуализируется при 
концентрации наночастиц 64  мкг/мл. Количест-
во связавшихся наночастиц пропорционально ин-
тенсивности окрашенной полосы аутоантител, 
а  несвязавшихся частиц  — интенсивности фона 
трека. Количество связанных наночастиц состав-
ляет примерно 90% от общего количества.

При меньшей концентрации наночастиц се-
ребра чувствительность метода определения 
белка в  геле недостаточна для детекции в  оп-
тическом диапазоне. Концентрация серебра 
в окрашивающем растворе для определения бел-
ка в  геле составляет 0,5% (масса/объём), кон-
центрация наночастиц в  растворе для синтеза 

коньюгата с  аутоантителами составляет 6,4%. 
Полученные результаты согласуются с  извест-
ными сведениями о  возможности определения 
белка в  гелях с  использованием растворов с  се-
ребром [ОФС.1.2.1.0023.15 Электрофорез в поли-
акриламидном геле, ГФ XIV]

Формирование конъюгатов «наноноситель — 
аутоантитело», изучали при исследовании опти-
ческой плотности раствора наночастиц серебра 
до  и  после добавления в  него моноАТ. В  табл. 
1  приведены данные исследования оптических 
плотностей исследуемых растворов.

Уменьшение оптической плотности коллоид-
ного раствора при добавлении аутоантител мож-
но объяснить электрокинетическим потенциалом 
участников реакции. Так, ζ-потенциал на  повер-
хности коллоидного раствора серебра составил — 
12,9мВ, а  поскольку  ζ- потенциал пропорциона-
лен заряду коллоидной частицы  [13], то  заряд 
наночастицы серебра отрицательный. В свою оче-
редь аутоантитело, добавляемое в  коллоидный 
раствор наночастиц обладает положительным за-
рядом [14]. В результате взаимодействия наноча-
стиц серебра с аутоантителами происходит элек-
тризация, разноименные заряды притягиваются, 
образуя конъюгат «наночастица-аутоантитело». 
Такая иммобилизация позволяет уменьшить кон-
центрацию несвязанных с  белками наночастиц 
в растворе и, соответственно, уменьшить его оп-
тическую плотность [15].

Иммунологические свойства моноклональ-
ных аутоантител иммобилизованных на наноча-
стицах Ag, Au и полимерных частицах (St1, St2) 
изучали методом ИФА. Результаты определения 
ТГ при аффинном взаимодействии с моноАТ им-
мобилизованными на полученных наночастицах 
представлены на рис. 2 и 3.

В  контрольных экспериментах интенсив-
ность сигнала ИФА, пропорциональна степе-
ни связывания моноАТ с ТГ, стабильна и состав-
ляет 0,43  е.о.п., полимерные микросферы (St1) 
со средним диаметром 49 нм (близким к диаметру 

Та бл и ц а  1
Сравнение оптических плотностей коллоидного раствора серебра до и после добавления в него 
аутоантител.
Comparison of the optical densities of a colloidal silver solution before and after the addition of autoantibodies 
to it.

Концентрация наночастиц 
в растворе

Оптическая плотность 
раствора без аутоантител

Оптическая плотность раствора 
после добавления аутоантител

2 мкг/мл 1,392 0,382
4 мкг/мл 2,577 0,888
8 мкг/мл 4,104 1,942
16 мкг/мл 4,592 3,954

Рис. 1. Электрофорез конъюгатов «наночастицы 
серебра- аутоантитело».

Fig. 1. Electrophoresis of  conjugates “silver 
nanoparticles-autoantibodies”.
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наночастиц серебра и  золота) не  оказывают эф-
фекта на  связывание моноАТ с  ТГ. При исполь-
зовании наночастиц серебра наблюдается дозо-за-
висимый эффект усиления сигнала ИФА на 100% 
до 0,8 е.о.п. с максимумом при концентрации на-
ночастиц 32  мкг/мл. Для наночастиц золота на-
блюдался обратный эффект  — при концентра-
ции наночастиц 32 мкг/мл наблюдалось снижение 
сигнала на 50%, а при концентрации 64 мкг/мл — 
полное подавление связывания моноАТ с ТГ.

В  контрольных экспериментах исследова-
ли взаимодействие наночастиц с  изоферментом 
С пероксидазы из корней хрена. На рис. 4 пред-
ставлен градуировочный график активности пе-
роксидазы  [16]. Для дальнейших экспериментов 
была выбрана концентрация изофермента С  пе-
роксидазы из корней хрена 300 мкМ, для которой 

оптическая плотность фотометрического сигнала 
составляла примерно 1,0 е.о.п.

В лунки планшета вносили по 50 мкл раство-
ра изофермента С  пероксидазы из  корней хрена 
в рабочем разведении и 50 мкл раствора наноча-
стиц или буферного раствора для отрицательно-
го контроля. Условия инкубации 37  0С в течение 
1 ч на шейкере при 250 об/мин. Затем в каждую 
лунку планшета вносили 100 мкл субстратно-хро-
могенной смеси, содержащей 3,3'5,5' — тетра-ме-
тилбензидин. Результаты фотометрии учитывали 
при 450 нм.

Дозо-зависимый эффект подавления актив-
ности пероксидазы из  корней хрена в  присут-
ствии наночастиц серебра и  золота, проявлял-
ся начиная с концентрации 16 мкг/мл, максимум 
наблюдался при 64  мкг/мл. В  экспериментах 
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Контроль (АТ)

Рис. 2. Зависимость интенсивности ИФА 
от  концентрации наночастиц (аутоатите-
ло МкАТ 2.)

Fig. 2. The dependence of  the intensity 
of  ELISA on  the concentration 
of nanoparticles (autoatom MKAT 2.)
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Контроль (АТ)

Рис. 3. Зависимость интенсивности ре-
зультатов ИФА от концентрации наноча-
стиц (аутоантитело МкАТ 1.)

Fig. 3. The dependence of  the intensity 
of  the ELISA results on  the concentration 
of nanoparticles (autoantibody MKAT 1.)
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с  использованием полимерных микросфер St2, 
диаметром 49  нм, активность фермента резкое 
снижалась начиная с  концентрации 4  мкг/мл, 
при этом максимум подавления активности до-
стигался уже при 8 мкг/мл (рис. 5).

Полученные результаты модулирования ак-
тивности изофермента С пероксидазы из корней 
хрена и иммунологические реакции взаимодейст-
вия между моноклональными антителами к  раз-
ным эпитопам тиреоглобулина подтверждают воз-
можность создания биосенсоров нового поколе-
ния для улучшения аналитических характеристик 
иммуноферментных тест-систем, используемых 
в клинической лабораторной практике.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучено модулирующее влияние наноноси-
телей различной природы (золота, серебра, поли-
мерных микросфер) в  концентрациях 1–64  мкг/

мл  на  иммунологические свойства моноАТ 
к основному белку щитовидной железы — тирео-
глобулину в сконструированной системе конъюга-
тов «наноноситель-аутоантитело». Было выявле-
но, что использование наночастиц серебра и золо-
та позволяет регулировать чувствительность ИФА 
с целью повышения или снижения предела обна-
ружения аутоантител к ТГ для раннего выявления 
заболеваний щитовидной железы в лабораторной 
диагностике и создания диагностических тест-си-
стем нового поколения. При использовании нано-
частиц серебра наблюдается дозо-зависимый эф-
фект усиления сигнала ИФА на  100%, с  макси-
мумом при концентрации наночастиц 32 мкг/мл. 
Для наночастиц золота наблюдался обратный эф-
фект  — при концентрации наночастиц 32  мкг/
мл наблюдалось снижение сигнала на 50%, а при 
концентрации 64  мкг/мл  — полное подавление 
связывания моноклональных аутоантител с  ти-
реоглобулином. Полимерные микросферы с диа-
метром близким к  диаметру наночастиц серебра 
и золота не оказывали эффекта на связывание мо-
ноклональных аутоантител с тиреоглобулином.
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Abstract–The immunological properties of  monoclonal autoantibodies to  thyroid thyroglobulin 
in the construction of carrier-bioligand conjugates have been studied. Silver and gold nanoparticles 
40–50  nm  in  size of  and polymer microspheres (706  nm) were obtained. Autoantibodies were 
immobilized on  the surface of  the synthesized nanoparticles and the effect of nanocarriers on  the 
immunological properties of  immobilized monoclonal autoantibodies to  thyroglobulin was studied 
by ELISA. It was found that the use of silver and gold nanoparticles allows you to adjust the sensitivity 
and specificity of the enzyme-linked immunosorbent assay in order to increase or decrease the detection 
limit of antigens or antibodies for early laboratory diagnostics of diseases and the creation of new-
generation diagnostic test systems.

Key words: nanoparticles, human thyroid gland thyroglobulin, nanocarriers, silver, gold, polystyrene, 
immunodiagnostics
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