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Восемь типов ботулинических токсинов (A, B,
C1, C2, D, E, F, G), обладающих нейротоксиче�
ским действием, могут продуцироваться токсико�
генными штаммами анаэроба Clostridium botuli�
num. Ботулинические токсины могут присутство�
вать в консервах, копченостях, рыбе, грибах,
представляя опасность для человека [1, 2]. Мак�
симальной токсичностью для человека обладает
ботулинический токсин типа А (БТА). Важным
фактором лечебно�профилактических мероприя�
тий при пищевых отравлениях является опреде�
ление типа ботулинических токсинов (БТ) с це�
лью дальнейшего лечения антитоксическими сы�
воротками. В медицине препараты “Ботокс”,
“Диспорт”, на основе высокоочищенных препа�
ратов БТА и БТ типа В (БТВ), применяются как
средства для стойкой хемоденервации мышечных
волокон, а химически инактивированные препа�
раты БТ в виде анатоксинов используют для ин�
дукции иммунного ответа крупных животных с
целью получения лечебных антитоксических сы�
вороток. Наконец, ввиду высокой токсичности и
устойчивости во внешней среде БТ рассматрива�
ются, как одни из наиболее вероятных поражаю�

Сокращения: БА – буфер для проведения иммунохромато�
графического анализа; БСА – бычий сывороточный альбу�
мин; БТ – ботулинический токсин; БТА – ботулинический
токсин типа А; БТВ – ботулинический токсин типа В;
БХ – буфер хранения конъюгата; ВЦР – видеоцифровая
регистрация; ИК – индекс контрастности; ИХА – иммуно�
хроматографический анализ; ИФА – иммуноферментный
анализ; КрАМ – антитела кролика к иммуноглобулинам
мыши; МКА – моноклональные антитела; НКЗ – наноча�
стицы коллоидного золота; ФБ – фосфатный буферный
раствор.

щих биологических агентов, пригодных для осу�
ществления террористических актов [3].

Разработка высокочувствительных методов
обнаружения, идентификации БТ в продуктах
питания, объектах окружающей среды, определе�
ние концентрации в медицинских препаратах, в
т.ч. для контроля их качества, является актуаль�
ной задачей. В настоящее время для идентифика�
ции типа БТ широко применяется биологический
тест – реакция нейтрализации на мышах [2]. Им�
мунохимические методы анализа, такие, как им�
муноферментный анализ (ИФА) [4], иммунохро�
матографический анализ (ИХА) [5], реакция не�
прямой гемагглютинации эритроцитов (РНГА),
применяются, в основном, для контроля продук�
тов питания и выявления БТ в окружающей сре�
де. Среди иммунохимических методов выявления
БТ иммунохроматография выделяется не только
малой длительностью анализа, но и высокой чув�
ствительностью [6].

Cовременные представления о корреляции
между размерами и аффинностью поливалентных
конъюгатов антител и наночастиц коллоидного
золота (НКЗ) [7], а также данные о влиянии раз�
меров конъюгатов НКЗ на чувствительность им�
мунохроматографических тестов при выявлении
поливалентных антигенов с повторяющимися
эпитопами, на примере вирусов растений [8], от�
крывают новые возможности для оптимизации
ИХА. В частности, представляется интересным
сравнить закономерности ИХА при выявлении
“корпускулярных” антигенов (вирусы) и белко�
вых растворимых антигенов (БТ) при использо�
вании конъюгатов НКЗ различного размера. Од�
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антител на наночастицы коллоидного золота в конъюгатах, тип аналитических мембран, а также хи�
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тесты могут быть использованы для экспресс�анализа качества продуктов питания, контроля содержа�
ния ботулинических токсинов в фармацевтических препаратах, контроля окружающей среды.
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ним из преимуществ ИХА является возможность
как визуальной, так и приборной регистрации ре�
зультатов. В частности, видеоцифровая регистра�
ция (ВЦР) иммунохроматограмм может повы�
сить чувствительность аналитической системы и
исключить субъективность при интерпретации
результатов ИХА [9, 10].

Цель исследования – разработка оптимизиро�
ванных по своим аналитическим характеристи�
кам моно� и мультипараметрических иммунохро�
матографических тестов для выявления БТА и
БТВ, а также изучение влияния на чувствитель�
ность тестов размера маркерных НКЗ, состава
конъюгата НКЗ с моноклональными антителами,
типа аналитической мембраны, состава буферов
хранения конъюгата (БХ), буфера для проведения
иммунохроматографического анализа (БА), а так�
же условий ВЦР данных анализа.

МЕТОДИКА

Реактивы. Применяли золотохлористоводо�
родную кислоту (HAuCl4), сахарозу, бычий сыво�
роточный альбумин (БСА), Трис, Твин�20, цитрат
натрия дигидрат, аскорбат натрия, NaCl,
Na2HPO4, KH2PO4, K2CO3 (“Sigma”, США), азид
натрия, динатриевую соль ЭДТА (“ДиаэМ”, Рос�
сия), натрийборгидрид (NaBH4) (“Merck”, Герма�
ния). Все растворы готовили на деионизованной
воде, полученной при помощи установки Nano�
pure II (“Sybron�Barnstead”, США).

Иммунокомпоненты. В качестве рабочих моде�
лей БТА и БТВ использовали паспортизованные
очищенные препараты соответствующих анаток�
синов, полученные из филиала “Микроген”
(Россия). Для изучения перекрестных реакций
иммунохроматографических тестов с другими ти�
пами БТ использовали ботулинический анаток�
син типа Е, дифтерийный и столбнячный анаток�
сины этого же производителя. Концентрация
анатоксинов принималась равной концентрации
белкового азота в препарате. МКА к БТА клоны
ВТА151 и ВТА232, МКА к БТВ клоны ВТВ 224,
КВВ18 (“Импакт”, Россия). Примененные нами
МКА к БТ были типоспецифичны. Кроличьи анти�
тела к IgG мыши (КрАМ) фирмы “Sigma” (США).

Получение наночастиц коллоидного золота.
НКЗ с номинальным диаметром 13 нм (НКЗ�1)
получали восстановлением HAuCl4 натрийбор�
гидридом [11]. К 98.4 мл 0.3мМ динатриевой соли
ЭДТА при перемешивании добавляли 0.4 мл
0.2 М K2CO3 и 1 мл 1%�ного HAuCl4, затем быстро
при интенсивном перемешивании вносили
250 мкл 0.5%�ного NaBH4. НКЗ с номинальным
диаметром 16 нм (НКЗ�2) получали восстановле�
нием HAuCl4 аскорбатом натрия [12]. К 25 мл
охлажденной до 4°С деионизованной воды добав�
ляли 1 мл 1%�ного HAuCl4 и 1 мл 0.1 М K2CO3.

Смесь помещали в ледяную баню и быстро при
перемешивании вносили 0.25 мл 7%�ного аскор�
бата натрия, перемешивали, пока окраска не ста�
новилась пурпурно�красной. Объем смеси дово�
дили до 400 мл деионизованной водой, кипятили
до появления красной окраски. НКЗ диаметром
25–47 нм получали по методу Френса [13] восста�
новлением HAuCl4 цитратом натрия. К 100 мл де�
ионизованной воды добавляли 1 мл 1%�ного
HAuCl4, доводили до кипения и при перемешива�
нии добавляли 1%�ный цитрат натрия. Для НКЗ
25 нм (НКЗ�3) – 2 мл, НКЗ 31 нм (НКЗ�4) –
1.25 мл, НКЗ 47 нм (НКЗ�5) – 1 мл 1%�ного рас�
твора цитрата натрия. Растворы кипятили еще
5 мин и охлаждали до комнатной температуры.
Препараты НКЗ хранили при +4–6°С в темноте. 

Получение конъюгатов антител с препаратами
НКЗ. Определяли количество МКА, оптимальное
для конъюгации с НКЗ [14]. Растворы НКЗ дово�
дили до рН 9.0 добавлением 0.1 М K2CO3. К 1 мл
НКЗ добавляли 120 мкл раствора МКА в воде с
концентрацией 0–120 мкг/мл, перемешивали и
инкубировали 5 мин при комнатной температуре.
Затем в каждую пробу добавляли 1 мл 2%�ного
раствора NaCl, перемешивали, через 5 мин опре�
деляли оптическую плотность при 580 нм (D580).
Строили зависимости D580 от концентрации конъ�
югируемых МКА, т.н. кривые флокулляции. Ве�
личины стабилизирующих золь концентраций
МКА лежали в диапазоне от 10 до 70 мкг/мл для
различных препаратов НКЗ и клонов МКА.

Конъюгаты НКЗ с МКА к БТА, клон ВТА151 и
НКЗ с МКА к БТВ, клон ВТВ224 получали следу�
ющим образом. К НКЗ с рН 9.0 при перемешива�
нии добавляли выбранное количество МКА. Че�
рез 5 мин добавляли БСА до концентрации 0.25%.
Конъюгат осаждали центрифугированием в тече�
ние 40 мин при 25000 g для НКЗ�1, для остальных
НКЗ – в течение 25 мин при 12000 g. Осадки от�
мывали два раза 0.25%�ным раствором БСА и сус�
пендировали в БХ. Оптическую плотность НКЗ и
конъюгатов определяли в 1 см кювете на спектро�
фотометре СФ�102 (НПО “Интерфотофизика”,
Россия).

Электронная микроскопия. Для проведения
электронной микроскопии образцы НКЗ нано�
сили на медные сеточки, покрытые пленкой�под�
ложкой из поливинилформаля. Снимки препара�
тов НКЗ получали на электронном трансмисси�
онном микроскопе JEM�1011 (“Jeol”, Япония)
при ускоряющем напряжении 80 кВ и увеличении
320000. Изображение фиксировали c помощью
цифрового фотоаппарата ES500W (“Gatan”, Гер�
мания). Величина выборки гранулометрического
анализа варьировала в диапазоне 50–220 частиц
для различных препаратов золя золота.

Расчет объема, диаметра НКЗ. Номинальный
объем частицы VНКЗ, нм3, рассчитывали по фор�
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муле: VНКЗ = 4πa2b/3, где а, b (нм) – длины боль�
шой и малой полуосей эллипсоида вращения.
Расчет диаметра частиц (d, нм), поученных цит�
ратным методом, проводили по формуле: d =
= 38.2V–0.855, где V (мл) объем 1%�ного раствора
цитрата натрия в расчете на 100 мл НКЗ [11].

Приготовление буферных растворов. Готовили
БХ следующего состава: (БХ�1) – водный раствор
10%�ной сахарозы и 0.25%�ного БСА; (БХ�2) –
0.05 М Трис, pH 8.5, с 10% сахарозы и 0.25% БСА;
(БХ�3) – 0.05 М К�Na Фосфатный буфер (ФБ),
рН 8.0, с 10% сахарозы и 0.25% БСА; (БХ�4) –
0.05 М Трис, pH 8.5, с 20% сахарозы и 0.25% БСА;
(БХ�5) – 0.05 М Трис, pH 8.5, с 10% сахарозы и
1.0% БСА; (БХ�6) – 0.05 М Трис, pH 8.5, с 20% са�
харозы и 1.0% БСА. Для проведения иммунохро�
матографического анализа готовили БА следую�
щего состава: 0.1 М ФБ, рН 7.8, с 0.4% твин�20 и
0.25% БСА. 

Получение иммунохроматографических тестов.
Для получения иммунохроматографических тестов
формировали мультимембранные коньюгаты,
представляющие собой последовательно разме�
щенные на единой подложке жесткости – мембра�
ну из целлюлозной бумаги (CFSP) с нанесенным и
высушенным конъюгатом НКЗ и МКА к определя�
емому соединению, аналитическую нитроцеллю�
лозную мембрану (HF120 или HF240), конечную
впитывающую мембрану (CFSP). Указанные
мембраны плотно прилегали друг к другу. Внесе�
ние определяемого соединения в БА на мембрану
для нанесения образца обеспечивало регидрата�
цию конъюгата, перенос капиллярными силами
жидкости определяемого образца и иммунореа�
гентов к аналитической и контрольной зоне те�
ста, где были нанесены МКА к определяемому
соединению и антивидовые, по отношению к АТ
конъюгата, иммуноглобулины соответственно.
Все использованные в работе мембраны были
производства “Millipore” (США).

Конъюгат НКЗ с D 3.0 наносили на стеклово�
локонную мембрану GFSP (далее в тексте конъ�
югатная мембрана) в количестве 0.05 мл на 1 см
подложки и высушивали. Для мультипараметри�
ческих тестов на конъюгатную мембрану после�
довательно наносили в равных количествах конъ�
югаты НКЗ с МКА ВТА151 и ВТВ224 либо прово�
дили конъюгацию НКЗ определенного
номинального размера со смесью МКА ВТА151 и
МКА224, взятых в отношении 2 : 1 минимальных
стабилизирующих концентраций, с последую�
щим нанесением на мембрану и высушиванием. 

При изготовлении монопараметрических те�
стов в аналитическую и контрольную зону нитро�
целлюлозных мембран HF120 и HF240 наносили
антитела с помощью диспенсера IsoFlow (“Ima�
gene Technology”, США). В аналитическую зону –
растворы МКА ВТА232 против БТА или МКА

КВВ18 против БТВ в 0.01М ФБ, рН 7.4, в количе�
стве 50–150 нг антител на 1 мм2 мембраны. В кон�
трольную зону – КрАМ в количестве 100 нг/мм. В
случае получения мультипараметрических тестов
на нитроцеллюлозной мембране HF120 форми�
ровали две аналитические зоны из МКА ВТА232 и
КВВ18. 

Полученный мультимембранный коньюгат в
условиях контролируемой влажности резали с по�
мощью программируемой гильотины Matrix 2360
(“Kinematic Automation”, США) на полоски раз�
мером 5 × 60 мм, которые помещали в пластико�
вые оправы с отверстиями для нанесения образца
и считывания результата (“Advanced Microdevices”,
Индия). Полученные иммунохроматографические
тесты до использования хранили в газонепроница�
емых фольгированных пакетах в присутствии ак�
тивированного силикагеля при комнатной темпе�
ратуре.

Условия проведения ИХА и регистрация резульA
татов. ИХА проводили при комнатной темпера�
туре. В отверстие для нанесения образца пласти�
ковой оправы иммунохроматографического теста
вносили 120–150 мкл раствора определяемого со�
единения в БА. Регистрацию результата проводи�
ли визуально по появлению окрашенных полос в
аналитической и контрольной зонах. Для получе�
ния количественных данных об интенсивности
окрашивания линий иммунохроматограмм ис�
пользовали видеоцифровые рефлектометры Ре�
флеком (ООО “Синтэко�Комплекс”, Россия) и
Зондаж (разработка ФГУП “ГосНИИ БП”). По�
казания прибора Рефлеком выше 0.3 усл. ед. до�
стоверно указывали на положительный результат
ИХА. Рефлектометр Зондаж позволял проводить
регистрацию иммунохроматограмм и их последу�
ющую обработку при освещении в различных
спектральных диапазонах – зеленом, красном,
синем, а также освещении белым светом. Шири�
на спектральных линий светодиодных источни�
ков света прибора на полувысоте максимума
эмиссии составляет 30, 28, 25 нм соответственно.
Коэффициент вариации при измерении прибо�
ром Зондаж интенсивности окрашивания анали�
тической зоны иммунохроматограмм не превы�
шал 6%, а при измерении окрашивания кон�
трольной зоны – 1%. Индекс контраста (ИК)
иммунохроматограмм [15] рассчитывали по фор�
муле: ИК = (S – S0)/S0, где S0 (отн. ед.) – показа�
ния рефлектометра вне области аналитической
зоны при внесении БА (фоновый сигнал), S
(отн. ед.) – показания рефлектометра в области
аналитической зоны при различных концентраци�
ях определяемого соединения (полезный сигнал). 
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Гранулометрические и спектральные характериA
стики препаратов НКЗ и конъюгатов НКЗ с МКА.
Представленные в табл. 1 данные демонстрируют,
что полученные в результате восстановления
HAuCl4 боргидридом, аскорбатом или цитратом
натрия НКЗ имеют сферическую форму или фор�
му эллипсоида вращения с невысокой степенью
эллиптичности. Распределение НКЗ по размерам
в каждом из полученных препаратов было асим�
метричным, близким к нормальному. 

Спектры поглощения НКЗ демонстрируют
красный сдвиг положения максимума по мере
увеличения средних размеров НКЗ. То же самое
можно сказать и о конъюгатах с МКА. Образова�
ние белковых слоев (полислои) на поверхности
НКЗ приводит к небольшому, но закономерному
сдвигу максимума поглощения по сравнению с
НКЗ. Такой же спектральный сдвиг наблюдали
при конъюгации НКЗ с овомукоидом в работе [11]. 

Расчетные значения средних диаметров ча�
стиц, полученных восстановлением цитратом на�
трия, практически совпадали с эксперименталь�
ными. 

Разработка монопараметрических тестов для
выявления БТ. Полученные конъюгаты НКЗ раз�
личных номинальных размеров использовали для
построения иммунохроматографических тестов.
Применили “сэндвич” формат иммунохромато�
графического теста, в котором использовали
МКА, специфичные к различным антигенным
эпитопам белковых цепей токсина. Одно из МКА
было конъюгировано с НКЗ, а второе – наноси�
лось в аналитическую зону теста. Образовавший�
ся окрашенный комплекс определяемого соеди�
нения, конъюгата и МКА формировал аналити�
ческий сигнал, который был пропорционален
концентрации определяемого соединения. Для
поиска наиболее оптимальной, с точки зрения
уменьшения предела обнаружения, конфигура�
ции теста варьировали следующие параметры:
номинальный размер НКЗ для получения конъ�
югатов, нагрузка антител на НКЗ, плотность на�
несения антител в аналитическую зону аналити�
ческой мембраны, состав БХ и БА. Основные экс�
периментальные результаты по подбору состава
БХ и БА приведены в табл. 2. Смещение рН БА из
кислой в щелочную область позволило полно�
стью избежать неспецифической сорбции конъ�
югатов в аналитической зоне при прохождении
пробы, не содержащей определяемого соедине�
ния. Явление неспецифической сорбции может
привести к появлению ложноположительных ре�
зультатов ИХА. Замена БХ�2, содержащего фос�
фатный буфер с 10% сахарозы и 0.25% БСА,
рН 8.0, на буфер БХ�6, содержащий 0.05 М Tris с
20% сахарозы и 1.0% БСА, pH 8.5, также умень�
шало явление неспецифической сорбции конъ�
югата в аналитической зоне. 

Таблица 1. Характеристика препаратов НКЗ и их конъюгатов с МКА

Параметр
Препарат золя золота

НКЗ�1 НКЗ�2 НКЗ�3 НКЗ�4 НКЗ�5

Средний диаметр по длинной оси, ± стандартное 
отклонение, нм

13 ± 1 16 ± 3 23 ± 2 31 ± 5 47 ± 7

Средний диаметр по короткой оси, ± стандартное 
отклонение, нм

10 ± 1 12 ± 3 19 ± 2 26 ± 4 40 ± 6

Степень эллиптичности, ±стандартное отклонение 1.30 ± 0.13 1.27 ± 0.13 1.19 ± 0.12 1.20 ± 0.10 1.16 ± 0.10

Средний номинальный объем частицы, нм3 0.93 × 103 1.58 × 103 5.32 × 103 1.30 × 104 4.62 × 104

Расчетный средний диаметр частицы, нм – – 25 31 40

Длина волны максимума поглощения НКЗ, нм 510 516 518 522 526

Длина волны максимума поглощения конъюгата 
с МКА, нм

520 526 528 528 532

Таблица 2. Влияние состава буфера хранения конъ�
югата и рН БА на интенсивность окрашивания ана�
литической зоны в отсутствиe специфического со�
единения 

Буфер 
хранения

Интенсивность окраски аналитической 
зоны, усл. ед. 

рН БА

4.9 6.0 7.8

БХ�1 9.3 2.3 0

БХ�2 4.2 1.2 0

БХ�3 3.1 1.5 0

БХ�4 3.1 1.1 0

БХ�5 3.8 0.9 0

БХ�6 2.1 0.3 0
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На возможное появление неспецифической
сорбции конъюгата в аналитической зоне значи�
тельно влиял состав БХ. Наименее подвержены
влиянию рН оказались иммунохроматографиче�
ские тесты, построенные с использованием БХ�6.
При сравнении пределов обнаружения БТ наи�
лучший результат показал тест, где использовался
БХ�1, но этот тест оказался наиболее чувствите�
лен к изменению величины рН БА, что, возмож�
но, объясняется отсутствием солей в составе дан�
ного БХ. Поэтому, при выборе БХ в процессе оп�
тимизации иммунохроматографических тестов, в
большей степени руководствовались целью
уменьшения неспецифической сорбции конъ�
югата в аналитической зоне. В итоге использова�
ли, как компромиссный вариант, тесты, постро�
енные на основе конъюгатов в БХ�6 и применяли
БА с величиной рН 7.8. 

Предел обнаружения БТ уменьшался при уве�
личении концентрации МКА в аналитической
зоне с 50 до 150 нг/мм и увеличении нагрузки
конъюгатов по белку антител до величины, в
2 раза превышающей минимальную стабилизи�
рующую концентрацию. Дальнейшее увеличе�
ние нагрузки конъюгатов приводило к появле�
нию неспецифической сорбции конъюгатов в
аналитической зоне. Наименьший предел обна�
ружения БТ – 0.5–1.0 нг/мл достигался на мем�
бранах HF120 (скорость латерального течения
жидкости – 120 ± 30 с/4 см) за время 30 мин.

Применение более “медленных” аналитических
мембран HF240 (скорость латерального течения
жидкости – 240 ± 75 с/4 см) не приводило к
уменьшению предела обнаружения, но увеличи�
вало время анализа до 50 мин (рис. 1). Причем у
иммунохроматографических тестов с НКЗ�5 и
аналитической мембраной HF240 наблюдали по�
явление неспецифической сорбции конъюгата к
30 мин времени анализа. 

Сравнение предела обнаружения тестов, по�
строенных с использованием НКЗ различного раз�
мера, при прочих равных условиях (рис. 2), показа�
ло, что применение НКЗ с номинальным диамет�
ром 31 и 47 нм приводило к уменьшению предела
обнаружения. Это явление может быть связано с
увеличением аффинности конъюгатов НКЗ боль�
шого размера, как это было показано в работе [7].

Разработка и аналитические свойства мультипаA
раметрических тестов. Мультипараметрические
тесты отличались от монопараметрических нали�
чием двух аналитических зон (А1 и А2), в которые
были нанесены МКА, специфичные к БТА и БТВ
соответственно, и одной контрольной зоны,
сформированной из КрАМ. Для получения конъ�
югата использовали НКЗ�5 с номинальным раз�
мером частиц 47 нм. Наблюдаемая картина при
анализе индивидуальных токсинов или их смеси
мультипараметрическими тестами приведена на
рис. 3. Предел обнаружения мультипараметриче�
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Рис. 1. Зависимость интенсивности окрашивания (усл. ед.) аналитической зоны иммунохроматограммы от времени
анализа (мин) и типа применяемых аналитических мембран. 1 – мембрана HF240, 2 – мембрана HF120, 3 – отрица�
тельный контроль для мембраны HF240, 4 – отрицательный контроль для мембраны HF120. Концентрация определя�
емого соединения 2.5 нг/мл БТА.



254

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 2  2012

ТИТОВ и др.

ского теста был несколько выше, чем у монопара�
метрических тестов как в режиме определения
индивидуальных соединений, так и их смесей.
Исследовали два способа формирования конъ�
югатной подложки для мультипараметрического
теста. Первый – получение конъюгата из смеси
антител (см. методику), второй –получение двух
конъюгатов с индивидуальными антителами и их
последующее смешивание в равных пропорциях
на конъюгатной мембране.

Предел обнаружения тестов, в которых ис�
пользовался второй способ формирования конъ�
югатной подложки, составил 10 нг/мл по БТА и

БТВ, в то время как применение первого способа
позволило уменьшить его до 5 нг/мл. 

Специфичность разработанных нами моно –
и мультипараметрических тестов была провере�
на на модельных растворах, содержащих 500–
10000 нг/мл БТА, БТВ или БТЕ, а также 1.0 мкг/мл
дифтерийного и столбнячного анатоксинов. Ни
для одного из перечисленных выше определяе�
мых соединений не наблюдалось ложноположи�
тельных реакций при проведении ИХА с помо�
щью разработанных тестов.

Приведенные данные по пределу обнаружения
моно� и мультипараметрических тестов относят�
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2

1

0
4731231613
нм

нг/мл

I

II

Рис. 2. Зависимость определяемого обнаружения БТ (нг/мл) от номинального размера НКЗ конъюгатов (нм) при про�
чих равных условиях. I – БТА; II – БТВ. Нагрузка конъюгата равна стабилизирующей концентрации МКА. Концен�
трация МКА в аналитической зоне 100 нг/мм. Тип мембраны HF120.

I II III IV

Рис. 3. Внешний вид иммунохроматограмм при мультианализе БТ. I – 0 нг/мл БТА и БТВ (отрицательный контроль),
II – 10 нг/мл БТА, III – 10 нг/мл БТВ, IV – смесь, содержащая 10 нг/мл БТА и 10 нг/мл БТВ.
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ся к модельным растворам в БА. Известно, что
матрикс, в котором содержится определяемое со�
единение, может существенно влиять на предел
обнаружения. Представляло интерес определить
предел обнаружения разработанных иммунохро�
матографических тестов при выявлении БТ в дру�
гих матриксах. Учитывая, что продуцентом БТ яв�
ляются анаэробные микроорганизмы, БТ вноси�
ли в овощные, рыбные и мясные консервы с
последующим проведением ИХА. Чтобы умень�
шить влияние матрикса, перед ИХА проводили
процедуру пробоподготовки, которая заключа�
лась в гомогенизации и суспендировании образца
консервов в БА, удалении твердых частиц и жи�
ров центрифугированием и ультразвуковой обра�
боткой, доведении уровня рН образца до 7.0–8.0.
Работу проводили с использованием монопара�
метрических тестов, для построения которых ис�
пользовали препарат НКЗ�3 и БХ�6. В качестве
экстрагирующего буфера использовали БА. Экс�
перименты показали, что предел обнаружения
БТА повышался от 7 раз (овощные консервы) до
13 раз (мясные консервы), а при выявлении БТВ
повышение предела обнаружения составило от 10
до 20 раз, по сравнению с модельными образцами.
Однако подробное изучение влияния матрикса и
процедуры пробоподготовки на предел обнаруже�
ния ИХА БТ не входило в цели данной статьи.

В наших исследованиях для получения коли�
чественных данных широко использовалась ВЦР
результатов ИХА. ВЦР основана на анализе циф�
ровых снимков иммунохроматограмм специали�
зированными программами, позволяющими
определять интегральную интенсивность погло�
щенного света аналитической и контрольной зо�
ны, сформированных окрашенными частицами
конъюгата. Для достижения наибольшей чув�
ствительности регистрации должен существовать
максимальный контраст между фоном мембраны
и окрашенными зонами иммунохроматограммы.
Учитывая, что НКЗ и его конъюгаты имеют ши�
рокие бесструктурные полосы поглощения в диа�
пазоне 500–600 нм, контраст должен зависеть от
спектрального состава освещения иммунохрома�
тограммы. С помощью прибора Зондаж, позволя�
ющего осуществлять освещение иммунохромато�
грамм в различных диапазонах видимого света,
изучили значения ИК для иммунохроматографи�
ческого теста при выявлении БТВ (рис. 4), в кото�
ром использовали НКЗ�3 с размером частиц
23 нм. Наибольшие значения ИК были получены
при освещении зеленым светом, а наименьшие –
красным. Освещение белым светом дало проме�
жуточные значения ИК. Аналогичная картина
наблюдалась и для НКЗ�5 с размером частиц
47 нм. Таким образом, использование зеленого
освещения понижало предел обнаружения ВЦР
иммунохроматограмм, в которых использовались
НКЗ. Соответственно, при применении в каче�

стве дисперсной фазы в иммунохроматографиче�
ских тестах, окрашенных в различные цвета ла�
тексных частиц или золей для повышения ИК,
целесообразно использовать освещение в разных
спектральных диапазонах.

Разработаны иммунохроматографические мо�
но� и мультипараметрические тесты для опреде�
ления БТ, которые имеют предел обнаружения
0.5–5.0 нг/мл, сравнимые по порядку величины с
ИФА – 0.1 нг/мл. Мультипараметрический тест
для выявления двух типов БТ разработан впервые
нами. Выбор объектов исследования (БТА и БТВ)
из всей гаммы нейротоксинов, продуцируемых
токсикогенными штаммами Clostridium botulinum
для построения иммунохроматографических те�
стов, обусловлен их наибольшей токсичностью,
широкой распространенностью и практическим
применением в медицинских препаратах.

Тесты имеют определенные преимущества по
сравнению с ИФА, а именно: процедура проведе�
ния анализа более проста и менее длительна по
времени (десятки минут), не включает стадий
промывания и сенсибилизации планшетов, рав�
но как и необходимости использования субстра�
тов для проведения ферментативной реакции.

Использование инструментальных методов
регистрации, в частности ВЦР, расширяет воз�
можности ИХА за счет более объективной реги�
страции результата и получения количественных
данных. Разработанные иммунохроматографиче�
ские тесты могут быть использованы для экс�
пресс�анализа качества продуктов питания, кон�
троля содержания БТ в фармацевтических препа�
ратах, контроля окружающей среды.
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Рис. 4. Зависимость ИК аналитической зоны имму�
нохроматограмм от концентрации БТВ (нг/мл) и
спектрального диапазона освещения при ВЦР на
приборе Зондаж. 1 – зеленый свет (525 нм), 2 – синий
свет (470 нм), 3 – белый свет, 4 – красный свет (630 нм).
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Development and Optimization of Immunoassays for the Detection 
of Botulinum Toxins
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Abstract—Monoparametric immunoassay tests for detecting botulinum toxins types A and B and multipara�
metric assays for simultaneous detection of botulinum toxins type A and B have been developed. It is shown
that the sensitivity of assays is affected by the size of nanoparticles of colloidal gold used as a marker of anti�
bodies, load intensity of antibodies of colloidal gold in conjugates, the type of analytical membranes, as well
as the chemical composition of buffer solutions used for the storage of conjugates and immunoassay analysis.
The detection limit of monoparametric immunoassay tests is 0.5 ng/ml; that of multiparametric assays,
5.0 ng/ml. The developed immunoassay can be used for rapid assay of product quality, for grade control of
botulinum toxins in pharmaceuticals, and environmental monitoring.
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