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В последние годы были разработаны много-
численные системы диагностики in vitro на ос-
нове ЯМР-релаксометрии [1–5], предназначен-
ные для использования при оценке качества 
пищевых продуктов и диагностике социально 
значимых инфекционных заболеваний. Прин-
цип подобных сенсоров заключается в опреде-
лении изменения времени релаксации протонов 
воды Т2 в присутствии в магнитном поле агре-
гатов магнитных наночастиц [6]. Формирование 
агрегатов приводит к снижению Т2, что даёт воз-
можность создавать гомогенные методы анализа, 
схожие с традиционными агглютинационными 
тестами, в которых “слипание” магнитных нано-
частиц происходит при добавлении их в пробы, 
содержащих аналит.

Все известные тест-системы, в основе кото-
рых лежит принцип релаксометрии Т2, являют-
ся гомогенными. Несмотря на свои преимуще-
ства, прежде всего простоту и оперативность, 
гомогенные методы, как правило, уступают в 
своей чувствительности и специфичности гете-
рогенным методам, базирующимся на разделе-
нии компонентов анализа при помощи твёрдой 
фазы. Создание твёрдофазного ЯМР-анализа 
является одним из направлений работы нашей 
научной группы. Принципиальные отличия 
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ЯМР-релаксометрии от традиционных колори-
метрических методов диктуют необходимость 
использования новых подходов к разработке 
твёрдофазного реагента. 

Целью работы была оптимизация условий кон-
струирования твёрдофазного реагента (иммуно-
сорбента) для ЯМР-анализа.

В качестве детектирующего агента использо-
вали наночастицы железа, покрытые углерод-
ной оболочкой (Fe@C) [7]. Аминирование Fe@C 
осуществляли согласно [8]. Функционализа-
цию наночастиц Fe@C G-белком производили 
по двухэтапной технологии, описанной нами 
ранее [9], с небольшими изменениями. Перво-
начально 2,25 мл суспензии, содержащей ами-
нированные наночастицы Fe@C-NH2 в концен-
трации 10 мг/мл, смешивали с 625 мкл 20%-го 
раствора бычьего сывороточного альбумина 
(БСА) в воде, затем объём суспензии доводили 
до 4,5 мл 0,15 М фосфатным буфером (ФБ), по-
сле чего добавляли концентрированный раствор 
NaOH до рН 7,2–7,5. Суспензию кратковремен-
но обрабатывали ультразвуком и смешивали с 
равным объёмом глутарового альдегида, рН ко-
торого предварительно приводили к значению 
7,2–7,5. После получасовой инкубации соникат 
хроматографировали на колонке с Sepharose CL-
6B (объём геля 160 мл, колонка XK 16/40, элюи-
рующий буфер ФБ, скорость элюции 80 мл/час) 
для удаления несвязавшихся БСА и глутарового 
альдегида. Полученные фракции, содержащие 
углеродные частицы, объединяли и концен-
трировали до объёма 4,5 мл. Активированную 
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глутаральдегидом концентрированную суспен-
зию объёмом 4,5 мл смешивали с G-белком в от-
ношении 80 мкг белка на 1 мг наночастиц и ин-
кубировали в течение ночи при 4°С. Несвязав-
шийся белок G удаляли гель-хроматографией на 
колонке с Sepharose CL-6B в тех же условиях. Вы-
шедшие в холостом объёме фракции объединя-
ли, добавляли БСА и глицерин до конечной кон-
центрации 1 и 20% соответственно.

Твёрдофазный анализ проводили следую-
щим образом. На полоски нитроцеллюлозной 
мембраны размером 20 × 5 мм и диаметром пор 
8 мкм сорбировали IgG (использовали мыши-
ные IgG2 против простатспецифического анти-
гена человека) в концентрации 10 мкг/мл. Сор-
бцию IgG осуществляли из буферных растворов 
с разными значениями рН, в которые вносили 
глицерин, додецилсульфат натрия (ДСН) и плю-
роник F127 (“Sigma-Aldrich”, США). Далее поло-
ски высушивали 15 мин при комнатной темпе-
ратуре, затем полчаса — при 37°C, после чего их 
помещали в пластиковые планшеты, в которых 
проводили все дальнейшие процедуры. Затем 
полоски трёхкратно промывали ФБ с твином-20 
(ФБТ), блокировали 1%-м раствором БСА в ФБТ 
в течение часа, вновь промывали и вносили 
в лунки 0,01% суспензии Fe@C-NH2/БСА/G-бе-
лок. Спустя 60 мин полоски отмывали и прово-
дили измерение времени релаксации протонов 
при помощи портативного ЯМР-релаксометра.

Мы обнаружили (рис. 1), что наибольшая чув-
ствительность определения достигается при со-
рбции IgG на нитроцеллюлозной мембране в бу-
фере с рН, равным изоэлектрической точке белка 

(рН 7), независимо от ионной силы раствора (0,01 
и 0,15). Полученные результаты согласуются с 
данными Low с соавт. [10], которые выявили по-
добную закономерность для колориметрических 
тестов, а также с результатами работы [11], где 
было показано позитивное влияние нейтрально-
го буфера для сорбции на сохранение антигенной 
структуры антител. 

Особенностью метода измерения релаксации 
протонов является необходимость нахождения 
магнитных наночастиц в толще мембраны, в по-
рах которой сосредоточено наибольшее число 
молекул воды. Ранее было показано [12, 13], что 
сорбция IgG на нитроцеллюлозных мембранах 
осуществляется главным образом на поверхно-
сти, что может приводить к низкой эффектив-
ности определения. Известно, что изменение со-
става буфера для нанесения может существенно 
влиять на распределение белка в толще мембра-
ны [12]. Мы проверили разные добавки: ДСН 
в концентрациях от 0,01 до 1%, глицерин от 0,01 
до 1%, плюроник F127 от 0,01 до 0,05%. Роль до-
бавок состояла также в обеспечении более рав-
номерного распределения молекул сорбирован-
ного белка на мембране [12, 14], поскольку не-
гомогенное распределение белка и связанных 
с ним наночастиц может приводить к изменени-
ям времени релаксации протонов, которое будет 
обусловлено не количеством наночастиц в толще 
мембраны, а значит, приведёт к некорректным 

Рис. 1. Влияние ионной силы и рН буфера для нане-
сения на интенсивность сигнала при ЯМР-анализе. 
Здесь и на рис. 2 и 3 M ± SD, n = 3, критерий Тьюки.

Рис. 2. Влияние метода нанесения IgG на нитро-
целлюлозную мембрану и состава буфера для нане-
сения на время релаксации протонов воды Т2. Ф — 
ФБ, Д1 — ФБ + 0,01% ДСН, Д2 — ФБ + 0,1% ДСН, 
Д3 — ФБ + 1% ДСН, Г1 — ФБ + 0,1% глицерин, Г2 — 
ФБ + 1% глицерин, Г3 — ФБ + 10% глицерин, Р1 — 
ФБ + 0,1% плюроник F127, Р1 — ФБ + 0,2% плюро-
ник F127, Р1 — ФБ + 0,4% плюроник F127.
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результатам анализа. В ряде экспериментов со-
рбцию IgG осуществляли на предварительно 
смоченную мембрану, что также позволяет улуч-
шить однородность окрашивания точек в коло-
риметрических твёрдофазных анализах [15]. Мы 
обнаружили, что добавление 1% ДСН при сор-
бции белка на смоченную мембрану и глице-
рина при нанесении на сухую мембрану позво-
лило существенно увеличить чувствительность 
анализа (рис. 2). Мы также установили, что ин-
тенсивность цветового сигнала, обусловленного 
скоплением тёмноокрашенных наночастиц на 
небольшом участке мембраны, не коррелирует 
с величиной Т2. В ряде опытов мы варьировали 
объёмы и концентрацию наносимого на мембра-
ну белка. Сорбция малого объёма белка в высо-
кой концентрации ожидаемо привела к появле-
нию ярко окрашенного пятна, тогда как сорбция 
такого же количества белка, но в большем объ-
ёме, способствовала существенному снижению 
цветового сигнала. 

Для измерения времени релаксации протонов 
существенна также величина площади мембра-
ны, в которой находятся наночастицы. Наиболее 
предпочтительна ситуация, при которой сорбция 
белков производится на участок мембраны, сопо-
ставимый по размеру с площадью катушки при-
бора, размеры которой составляли 6 × 6 мм. На-
несение на мембрану менее концентрированно-
го, но большего по объёму раствора антилиганда, 
явилось оптимальным условием для достижения 
более высокой чувствительности твёрдофазного 
ЯМР-анализа, что мы показали в эксперимен-
тах, результаты которых представлены на рис. 3. 
Мембрану сенсибилизировали одинаковым коли-
чеством IgG (200 нг). В одном случае наносимый 
на мембрану объём составлял 2 мкл, в другом — 
20 мкл. Интенсивность окрашивания была выше 
в первом случае, а вот снижение Т2, напротив, во 
втором. При нанесении на мембрану IgG в объ-
ёме 20 мкл размер сенсибилизированного участка 
мембраны был практически идентичен размерам 
катушки, что и привело к возрастанию сигнала 
при ЯМР-анализе.

Полученные результаты позволяют сделать 
вывод, что при разработке иммуносорбентов для 
твёрдофазного ЯМР-анализа необходимо исполь-
зовать подходы, отличные от тех, что применяют-
ся при конструировании традиционных иммуно-
аналитических дот-тестов, основанных на фор-
мировании окрашенных точек, пятен, полосок 
и т.д. Оптимальным является увеличение объёма 
наносимого на твёрдую фазу антилиганда и до-
бавление в сорбционный буферный раствор аген-
тов, обеспечивающих проникновение молекул 

антилиганда в толщу мембраны и их равномерное 
распределение.
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The conditions for constructing an immunosorbent reagent for solid-phase NMR analysis were optimized. 
For this purpose, we increased the area of the sensitized portion of the membrane to fit the relaxometer coil 
size and added the agent sorption buffer. This provided the penetration of the anti-ligand molecules into the 
membrane thickness and their uniform distribution.
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