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ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», 630559, пос. Кольцово, 
Новосибирская область

Проведена сравнительная оценка систем детекции с применением конъюгатов на основе пероксидазы, щелочной фосфа-
тазы, коллоидного золота и системы амплификации «Super-CARD» для мультиплексного дот-иммуноанализа антител. 
Установлено, что чувствительность системы детекции с коллоидным золотом примерно в 8 раз выше, чем с амплифи-
кацией «Super-Card», в 30 раз выше, чем с конъюгатом щелочной фосфатазы и в 250 раз, чем с пероксидазным конъю-
гатом. Иммунозоли золота обеспечивают лимит выявления IgG человека 10 пг с динамическим диапазоном изменения 
сигнала от 5 нг до 10 пг, перекрывающим диапазон концентраций специфических IgG, к которому приводит типичный 
естественный иммунный ответ. Наиболее специфичные результаты обеспечивает конъюгат коллоидного золота с мо-
ноклональными антителами к IgG человека.
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Введение. Технология мультиплексного анализа на пло-
ских белковых матрицах (иммуночипах) позволяет прово-
дить многоцелевое исследование образцов малого объема со 
значительным сокращением расходов и времени по сравне-
нию с традиционной методологией [5]. Иммуночип для ана-
лиза антител представляет собой плотную подложку с нане-

сенными в определенном порядке антигенами ряда возбуди-
телей инфекционных заболеваний. При выполнении анализа 
матрицу инкубируют с исследуемым образцом крови и про-
являют с использованием меченых зондов (конъюгатов) [1]. 
Учет результатов анализа основан на обнаружении метки, 
иммобилизованной за счет иммунохимического связывания 
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зонда в точно пространственно определенных зонах нанесе-
ния антигенов [3].

Чувствительность иммуноанализа во многом зависит как 
от биологической составляющей зонда (детекторного белка), 
так и от используемой в нем метки. Наиболее простыми при 
реализации и учете результатов дот-анализа являются хро-
могенные метки, обеспечивающие окрашивание участков 
иммунного взаимодействия [2]. Для хромогенных реакций 
на белковых матрицах часто используют детекторные бел-
ки, связанные с ферментами — пероксидазой хрена (ПХ) 
или щелочной фосфатазой (ЩФ) [9] и соответствующие 
субстраты для их проявления [8]. Чувствительность иммуно-
ферментного анализа (ИФА) может быть значительно повы-
шена путем применения системы биотинилтирамидной ам-
плификации, получившей название «Super-CARD» (catalyzed 
reporter deposition) [6]. В этом методе иммобилизованная ПХ 
производит радикалы биотинилированного тирамина, кото-
рые связываются со всеми остатками тирозина любого белка, 
находящегося поблизости от области распознавания. После-
дующая обработка матрицы конъюгатом метки с авидином 
позволяет достигнуть очень высокой плотности метки в зоне 
распознавания.

Помимо ферментных меток, для хромогенной детекции 
используют коллоидное золото [11]. Для усиления оптиче-
ского сигнала коллоидного золота используются «физиче-
ские проявители», содержащие ионы серебра и восстанови-
тели [2]. Частицы золота обладают способностью каталити-
чески восстанавливать серебро из таких растворов на своей 
поверхности, в результате чего место иммобилизации колло-
идного золота приобретает черно-серую окраску.

В качестве детекторных белков при выявлении антител 
используют вторичные иммунореагенты. Их свойства, такие 
как чистота, специфичность и аффинность, зависят от спо-
соба получения и хранения [9]. Они могут значительно раз-
личаться в продуктах от разных производителей, выбор наи-
более подходящего компонента, как правило, производится 
на основе сравнительных экспериментов.

Задачей настоящей работы является сравнительная оцен-
ка трех хромогенных маркеров (ПХ, ЩФ и коллоидного золо-
та) и систем их проявления, а также доступных детекторных 
белков с целью выбора наиболее пригодной системы детек-
ции для выполнения мультиплексного дот-иммуноанализа.

Материал и методы. В работе использовали: Tris-HCl, 
Tween-20, Thimerosal, казеинат натрия, азид натрия (Sigma, 
США); химические реактивы отечественного производства с 
квалификацией не ниже ч. д. а., иммуноглобулин класса G 
(IgG) человека («Имтек», Россия). Для изготовления подлож-
ки иммуночипов применяли синтетическую бумагу «Pen-
taprint» марки PR-M480/09-07/8101-2D8 («ФорДа», Новоси-
бирск).

В сравнительных экспериментах использовали ком-
мерческие конъюгаты протеина А Staphylococcus aureus с 
пероксидазой хрена (ПХ-SpA) и со щелочной фосфатазой 
(ЩФ-SpA); а также конъюгат пероксидазы хрена с авидином 
(ПХ-авидин) (Sigma, США) и конъюгаты коллоидного золота  
(20 нм) с детекторными белками, приготовленные самостоя-
тельно по известной методике [10].

Для проявления конъюгатов использовали: для ПХ-SpA 
— «Peroxidase substrate kit DAB-Ni» (Vector lab. Inc., Burl-
ingame, США), для ЩФ-SpA — готовый к применению суб-
страт BCIP/NBT Liquid Substrate System (Sigma, США), а для 
выявления конъюгатов на основе коллоидного золота приме-
няли физический проявитель на основе метола, содержащий 
0,25% лимонной кислоты, 0,2% метола и 0,2% нитрата сере-
бра; проявитель готовили самостоятельно непосредственно 
перед применением [2].

При изготовлении иммуночипов на стрипы из синтетиче-

ской бумаги аликвотами по 2 мкл наносили серию двукрат-
ных разведений IgG из сыворотки крови человека на 0,01 М 
боратном буферном растворе, рН 6,0. Подложки высушивали 
при 40°С в течение 2 ч, блокировали свободные участки по-
верхности 0,2% раствором казеина и высушивали при ком-
натной температуре.

При выполнении дот-иммуноанализа иммуночипы по-
гружали в рабочее разведение конъюгата и инкубировали  
30 мин при 37°С. Отмывали дважды ФСБТ (0,02 М фос-
фатный буферный раствор с 0,8% NaCl и 0,05% твин-20) и 
дважды дистиллированной водой. Проявляли связанный с 
подложкой конъюгат в соответствующем субстрате при ком-
натной температуре, ополаскивали чипы водой, высушивали 
и визуально учитывали результаты.

Приготовление белков, обогащенных электронами (p-OH-
ppA-казеин IV) и биотилинированного тирамина (биотинил-
тирамида), а также выполнение дот-иммуноанализа «Super-
CARD» осуществляли так, как описано в оригинальной ста-
тье R. Bhattacharya и соавт. [6]. В постановке использовали 
конъюгат ПХ-авидин и субстрат «Peroxidase substrate kit 
DAB-Ni».

В дот-анализе с использованием разных конъюгатов и 
проявляющих систем сравнивали следующие параметры: 
специфичность системы детекции; минимальное количество 
IgG, выявляемое системой (лимит определения), и динами-
ческий диапазон изменения оптического сигнала пятен в за-
висимости от количества антител в пятне.

Результаты и обсуждение. Результаты сравнитель-
ной оценки лимита определения иммуноглобулинов в дот-
иммуноанализе с различными хромогенными системами де-
текции приведены на рис. 1.

Видно, что все конъюгаты связываются только с антите-
лами и не связываются напрямую с твердой фазой, на что 
указывает наличие сигнала только в местах иммобилизации 
IgG и чистый фон подложки.

Система с использованием конъюгата ПХ-SpA не обеспе-
чивает необходимой чувствительности даже при длительном 
проявлении. Лимит определения антител в этой системе состав-
ляет 2,5 нг, что соответствует концентрации IgG 1,25 мкг/мл.  
Системы с применением ЩФ считаются более чувствитель-
ными, чем пероксидазные. Это подтверждается в наших экс-
периментах. Конъюгат ЩФ-SpA при проявлении в течение 
10 мин позволяет выявлять антитела в концентрации 150 нг/
мл с лимитом определения 300 пг и динамическим диапазо-
ном от 5 до 0,3 нг (от 1,25 до 0,156 мкг/мл), что примерно на 
1 порядок чувствительнее, чем система с ПХ-SpA.

Применение системы «Super-Card» повышает чувстви-
тельность пероксидазного конъюгата, однако, вопреки 
утверждениям авторов метода о возможности прироста чув-
ствительности на 5 порядков [6], нами достигнуто снижение 
лимита определения только в 30 раз. Это согласуется с мне-
нием U. Nielsen и соавт. [9] о том, что в реальных эксперимен-
тах чувствительность даже наиболее изощренных методов 
амплификации ненамного отличается от чувствительности 
стандартного ИФА. Система позволяет выявлять антитела в 
концентрации до 40 нг/мл, лимит определения составляет 80 
пг, а динамический диапазон — от 10 нг до 80 пг (от 5 мкг/мл  
до 40 нг/мл). Проявление при этом происходит быстро — 
сигнал достигает максимума за 1—2 мин и при дальнейшей 
экспозиции в проявителе не прирастает. Недостатком ам-
плификации является применение нестандартных, дорогих, 
короткоживущих компонентов, что удорожает и значительно 
усложняет рутинную реализацию анализа.

Конъюгат на основе коллоидного золота с обработкой в 
растворе метолового проявителя в течение 7 мин выявляет 
концентрации IgG до 5 нг/мл и обеспечивает лимит опреде-
ления 10 пг антител в пятне с динамическим диапазоном от 
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5 нг до 10 пг, что соответствует диапазону концентраций IgG 
от 2,5 мкг/мл до 5 нг/мл. Полученные результаты согласу-
ются с данными R.-Q. Liang и соавт. [11], достигнувших с 
использованием сходной системы детекции лимита опреде-
ления около 2 пг IgG с динамическим диапазоном от 1 нг 

до 2 пг. Чувствительность системы детекции с коллоидным 
золотом и метоловым проявителем примерно в 8 раз выше, 
чем с амплификацией «Super-CARD», в 30 раз выше, чем с 
конъюгатом ЩФ-SpA и в 250 раз выше, чем с пероксидазным 
конъюгатом.

Антитела козы к иммуногло-
булинам человека ("ИмТек", 
GAHIss)

Вторичные  
иммунореагенты

Антитела козы к IgG-
антителам человека ("ИмТек", 
GAHIgg)
Белок G, аффинно очищенный 
("ИмТек", SPgg)

Моноклональные антитела 
мыши к IgG-человека (Sigma, 
№ 16135)
Антитела козы к IgG-
антителам человека (Sigma,  
№ 15260)
Белок А, нативный (Sigma,  
№ P3838)

Белок А, рекомбинантный 
(Sigma, № P7837)
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Рис. 2. Результаты сравнительного определения чувствительности дот-иммуноанализа с использованием конъюгатов коллоид-
ного золота с вторичными иммунореагентами.
На стрипы из синтетической бумаги Pentaprint PR-M480/09-07/8101-482D8 аликвотами по 2 мкл нанесены серии двукратных разведений IgG человека, 
начиная с концентрации 5 мкг/мл.

ПХ-SpA, ДАБ-Ni
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Рис. 1. Результаты сравнительного определения чувствительности дот-иммуноанализа с использованием конъюгатов белка А 
Staphylococcus aureus с пероксидазой хрена (ПХ-SpA), щелочной фосфатазой (ЩФ-SpA) и коллоидным золотом (Au-SpA), а 
также системы амплификации оптического сигнала «SuperCard».
На стрипы из синтетической бумаги Pentaprint PR-M480/09-07/8101-482D8 аликвотами по 2 мкл нанесены серии дву-кратных разведений IgG челове-
ка, начиная с концентрации 10 мкг/мл. Здесь и на рис. 2: ниже цифрами обозначены номера разведений, соответствующие им концентрации IgG и их 
содержание в пятне. Процедура обработки стрипов и выполнения анализа описана в тексте.
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Известно, что уровень концентрации специфических IgG, 
к которому приводит типичный естественный иммунный от-
вет, находится в диапазоне от 10 нг/мл [4] до более 3 мкг/
мл [7]. Минимальное значение этого диапазона значительно 
ниже, чем лимит определения IgG в дот-анализе с исполь-
зованием ферментных конъюгатов даже с амплификацией 
сигнала. Это означает, что слабый иммунный ответ может 
быть не зарегистрирован такими системами. Напротив, ди-
намический диапазон дот-иммуноанализа с коллоидным зо-
лотом и метоловым проявителем не только перекрывает все 
возможные значения концентраций специфических антител, 
но и позволяет проводить их количественную оценку. Такая 
система обеспечивает яркое, быстрое и контрастное обнару-
жение положительных результатов и является, по нашему 
мнению, лучшей для визуализации результатов мультиплекс-
ного дот-иммуноанализа.

Другим фактором, влияющим на чувствительность и 
специфичность зонда, является качество детекторного белка. 
Для выявления антител в качестве детекторных белков при-
меняют вторичные иммунореагенты, способные связываться 
с выделенными на иммуночипе антителами из исследуемого 
образца крови человека. Обычно в таком качестве использу-
ются моно- и поликлональные антитела против иммуногло-
булинов человека, а также протеины А и G. Исследованные в 
настоящей работе варианты этих реагентов и характеристики 
их конъюгатов с коллоидным золотом приведены в таблице, а 
результаты оценки проиллюстрированы на рис. 2.

Наиболее чувствительные результаты обеспечивает 
зонд на основе рекомбинантного протеина А. Он форми-
рует контрастные оптические сигналы и позволяет выяв-
лять в дот-иммуноанализе до 10 пг иммуноглобулинов, 
иммобилизованных на подложке. Лимит определения IgG 
конъюгатами на основе природных протеинов А и G в 4 
раза хуже, чем у иммунозоля с рекомбинантным аналогом 
протеина А, и их применение сопровождается фоновыми 
сигналами. Конъюгаты на основе стафилококковых белков 
наиболее выгодны в экономическом плане, так как их сто-
имость в основном ниже таковой других использованных 
иммунореагентов. Конъюгат на основе моноклональных 
антител к иммуноглобулинам человека дороже и немного 
уступает в чувствительности иммунозолю с рекомбинант-
ным протеином А, однако он формирует контрастные пят-
на на более чистом фоне и в экспериментах по выявлению 
антител в реальных клинических образцах (данные не при-
ведены) обеспечивает наиболее специфичные результаты. 
Поликлональные антитела, поставляемые фирмой Sigma 

(США), обладают более низкой активностью по сравне-
нию с их моноклональным аналогом и, хотя и обеспечи-
вают сходную с моноклональными антителами чувстви-
тельность (40 пг в пятне), формируют менее интенсивные 
оптические сигналы. Кроме того, следствием низкой ак-
тивности антител является необходимость использования 
конъюгата в сравнительно высокой концентрации (рабочее 
разведение 1:200) и высокая стоимость конечного продук-
та. Конъюгаты на основе поликлональных антител, про-
изводимые фирмой «ИмТек» (Россия), обеспечивают худ-
ший лимит определения IgG (125 пг) среди всех исполь-
зованных аналогов и провоцируют фоновые сигналы на 
подложке. Динамический диапазон интенсивности окра-
ски для всех конъюгатов составляет более двух порядков 
величины изменения концентрации IgG, что согласуется с 
ранее опубликованными данными [8].

Полученные результаты носят ориентировочный харак-
тер, поскольку качество биологических препаратов может 
значительно варьировать в разных партиях реактива. Более 
того, такие препараты могут значительно изменять свои 
свойства в зависимости от сроков и условий их хранения, а 
контролировать дату изготовления и соблюдение холодовой 
цепи на стадиях хранения и транспортировки реактива не 
представляется возможным.

Заключение. Из исследованных препаратов наиболее 
перспективными для использования в мультиплексном дот-
иммуноанализе выглядят конъюгаты на основе коллоидного 
золота и моноклональных антител к IgG человека. Несмотря 
на то что этот препарат немного уступает иммунозолю с ре-
комбинантным белком А в чувствительности и превосходит 
его по стоимости, он обеспечивает наиболее специфичные 
результаты и лучше подходит для укомплектования наборов 
для мультиплексного дот-иммуноанализа антител к возбуди-
телям инфекционных заболеваний.
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Матвеева Л.В.

СПОСОБ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ ТЕЧЕНИЯ ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНИ ЖЕЛУДКА

ФГБОУ ВПО «Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарева», 430005, Саранск, Российская Федерация

Язвенная болезнь желудка широко распространена, имеет грозные, порой фатальные осложнения. Целью исследования 
явилась разработка способа прогнозирования течения язвенной болезни желудка. Было проведено комплексное обследо-
вание при получении информированного согласия 40 здоровых добровольцев (контрольная группа) и 42 больных язвенной 
болезнью желудка (основная группа). В сыворотке крови обследованных лиц иммуноферментным методом определяли 
концентрацию секреторного иммуноглобулина А (sIgA), пепсиногена-II (PG-II) и ракового антигена 72-4 (CA 72-4). Ре-
зультаты статистически обработали. У больных уровни sIgA и PG-II превышали верхние границы нормальных значений 
в 90,5 и 61,9 % случаев соответственно и зависели от течения заболевания. Уровень CA 72-4 был выше верхней границы 
нормальных значений у всех больных с тяжелым течением, частыми обострениями язвенной болезни желудка. Выяв-
ленные у больных значимые изменения sIgA, PG-II, CA 72-4 позволяют рекомендовать определение данной комбинации 
показателей для прогнозирования течения язвенной болезни желудка.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  язвенная болезнь желудка; секреторный иммуноглобулин А; пепсиноген-II; раковый антиген 
72-4; прогноз.
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Matveeva L.V. 
The mode of prognosis course of gastric ulcer 

The N.P. Ogariev Mordovskii state university, 430005 Saransk, Russia
The stomach ulcer is widely spread and is characterized by dangerous and now and then lethal complications. The study was 
carried out to develop mode of prognosis of course of stomach ulcer. The complex examination of 40 healthy volunteers  (control 
group) and 42 patients with stomach ulcer (main group)was implemented. All participants gave informed consent. In blood serum 
of examined persons using immune enzyme technique the concentration of secretory immunoglobulin A (sIgA), pepsinogen-II 
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