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Синтезирован монодисперсный коллоидный раствор золота с размером частиц 15 нм 

и подобраны оптимальные условия получения специфичного к дифтерийному токсину 
стабильного биоконъюгата, путем функционализации золотых наночастиц поликло-
нальными антителами. Биоконъюгат был использован в усовершенствованном иммуно-дот 
методе для выявления токсигенности клинических изолятов C. diphtheriae. 
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Дифтерия является острой инфекцией верхних дыхательных путей и вызывается 

токсигенными штаммами Corynebacterium diphtheriae. Значительно реже аналогичное по 
клинической форме заболевание могут вызывать токсигенные штаммы С. ulcerans, С. pseu-
dotuberculosis. Эпидемия дифтерии, возникшая в 90-е годы, сегодня находится под 
контролем, однако, несмотря на выраженную тенденцию к снижению заболеваемости, 
которая наметилась с 1996 года, случаи дифтерии все еще продолжают регистрироваться в 
стране и циркуляция токсигенных штаммов возбудителя сохраняется. В 2008 году 
зарегистрировано 3 случая дифтерии, вызванные токсигенными штаммами C. diphtheriae. 

Способность к продукции токсина – основной фактор вирулентности возбудителя 
дифтерии. Дифтерийный токсин состоит из одиночной полипептидной цепи с молеку-
лярной массой 58 кДа, которая в свою очередь состоит из трех структурно-функциональных 
доменов. Содержащий аминогруппу компонент (фрагмент А) с молекулярной массой 21 
кДа содержит домен, катализирующий с использованием НАД рибозилирование АДФ 
эукариотического фактора элонгации 2, который инактивирует синтез белка в клетках 
человека. Карбокситерминальный компонент токсина – фрагмент В (39 кДа) – содержит 
эукариотический рецепторсвязывающий и гидрофобный домены, отвечающие за транспорт 
каталитического домена через эндосомальную мембрану в цитозоль. 

Существующие генетические и фенотипические методы определения токсигенности 
возбудителя дифтерии наряду с преимуществами имеют и недостатки, которые отражены в 
ряде работ и указывают на необходимость разработки новых, специфичных, высокочувст-
вительных, быстрых тестов, не требующих специализированного оборудования [11, 12]. 

Новая эра в использовании коллоидного золота в биологии и медицине была 
положена исследованиями Faulk и Taylor, в которых конъюгат коллоидного золота с имму-
ноглобулинами был впервые использован как иммунохимический маркер [13]. 
псследования Frensa G. позволили получать частицы коллоидного золота с заранее задан-
ным размером частиц [14]. Все это послужило началом широкого использования 
конъюгированных с коллоидным золотом биоспецифичеких маркеров в различных 
отраслях биологии и медицины. Благодаря высокой специфичности и чувствительности 
иммуноанализа, был разработан и выпущен ряд тест-систем, предназначенных для 
диагностики различных инфекций, токсинов, наркотических соединений [7,10,17]. 
Наиболее интенсивно разрабатываемым и широко внедряемым в практику форматом 
экспресс-иммунотестов является иммунохроматография. Однако технология изготовления 
компонентов таких тест-систем (в отличие от дот-блот тестов) достаточно сложная и 
является собственностью фирм-производителей, что ограничивает применение этих 
методов в обычной лабораторной практике [2]. Методика дот-анализа разных антигенов с 
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визуализацией продуктов реакции конъюгатами коллоидного золота также приобретает 
большое значение в лабораторно-клинической практике [3,4] 

В данной работе представлены результаты получения конъюгата коллоидного золота 
с антителами, специфичными к дифтерийному токсину, и его использование в ди-
агностическом иммуно-дот тесте с целью выявления дифтерийного токсина в клинических 
изолятах C. diphtheriae. 

Материал и методы 
Золотохлористоводородную кислоту (HAuCl4×3H20, Sigma-Aldrich) и цитрат натрия 

(Fluka, Switzerland) использовали без дополнительной очистки. Все растворы готовили с 
применением деионизованной воды. 

 
В экспериментах использовали два типа антител: дифтерийный антитоксин 

производства НПО «Биомед», Пермь, содержащий антитела, выделенные путем 
иммуносорбции-десорбции на иммобилизованном дифтерийном анатоксине из частично 
ферментированной лошадиной гипериммунной противодифтерийной сыворотки, и мыши-
ные моноклональные антитела, специфичные к фрагменту А дифтерийного токсина 
(Abcam).  

Водный раствор золотохлористоводородной кислоты (250 мл 0.01% HAuCl4) 
доводили до кипения. Раствор цитрата натрия (7,5 мл 1%) добавляли при быстром переме-
шивании для получения частиц коллоидного золота с размером 15 нм в соответствии с 
методом Френса [14]. 

Приготовление конъюгата коллоидного золота с иммуноглобулинами включало 
приготовление и очистку водных растворов антител, определение «золотого числа» (ми-
нимального количества белка, защищающего золь против солевой агрегации), соединение 
пробы с меткой, добавление вторичного стабилизатора, концентрацию маркера, 
оптимизацию конечного продукта, и выполнено, как описано в работах ряда авторов 
[3,8,15, 16]. Конъюгация коллоидного золота с антителами проводилась при pH 8,2, 
используя полиэтиленгликоль (Mr 20 000) как вторичный стабилизатор. 

Дот анализ выполняли на нитроцеллюлозных мембранах с диаметром пор 0,2 мкм 
(Hybond, Amersham Biosciences). пспытуемый материал каплями в объеме 1 мкл наносился 
на нитроцеллюлозные фильтры в центр очерченного квадрата размером 5 мм2. Для лучшей 
фиксации материала мембрану выдерживали в термостате при температуре 37ºС в течение 
10 минут. Для блокирования сайтов неспецифической адсорбции, мембраны после 
нанесения материала, инкубировали в течение 30 минут при комнатной температуре в 
блокирующем буфере – 20 мМ фосфатном буфере, содержащем 1% бычьего сывороточного 
альбумина (Sigma), 150 мМ NaCl, и 20 мМ азида натрия, рН 7,4. Для обнаружения антигена 
нитроцеллюлозные полоски после вышеуказанной обработки помещали в конверты из 
парафильма и инкубировали в растворе биоконъюгата, предварительно разведенного 
фосфатным буфером рН 8,2 до оптической плотности 1 при длине волны 520 нм и кювете 1 
см. 

Протекание реакции приводило к появлению ярко-красных пятен в месте 
специфического взаимодействия антигена и связанных с коллоидным золотом иммуногло-
булинов через 5-10 минут после добавления маркера. Цвет пятен постепенно 
интенсифицировался на протяжении 1 часа. Полоски затем промывали водой и далее они 
могли храниться любое время без изменения интенсивности окраски. 

Результаты и обсуждение 
Характеристика частиц коллоидного золота. 
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Частицы коллоидного золота были получены путем восстановления 
золотохлористоводородной кислоты цитратом натрия. Средний диаметр наночастиц золота 
составил 15 нм согласно спектрофотометрии и результатам электронной микроскопии 
полученной суспензии. 

Анализ оптимальных условий для конъюгации коллоидного золота и антител. 
Стабилизация золотых наночастиц полимерными макромолекулами осуществляется, 

как правило, благодаря электростатическим и гидрофобным взаимодействиям. Оп-
тимальные для стабилизации условия обычно достигаются при возможно более низкой 
ионной силе раствора зонда и значениях рН на 0,5 ед. выше изоэлектрической точки 
стабилизирующего вещества [1,5,16]. Для каждой новой пары зонд-метка условия 
стабилизации маркера подбираются эмпирически. 

Минимальное количество поликлональных антитоксических антител, необходимое 
для стабилизации золя, определяли по результатам анализа спектров поглощения (уве-
личение и расширение пика поглощения при стабилизации золя, а также стабильности 
кривой поглощения в области 600-700 нм при добавлении соли) [1]. 

¼/p>  
Рисунок 1 – Спектры поглощения исходного золя золота (1), золя, 

стабилизированного антителами (2) 
и после добавления NaCl (3) 

Как видно на рисунке 1 при стабилизации золя наблюдалось увеличение и уширение 
пика кривой поглощения. Максимум пика поглощения нестабилизированного золя составил 
521 нм (оптическая плотность – 0,349), при конъюгации с антителами в концентрации 10 
мкг/мл – 525-530 нм (0,366). Добавление к биоконьюгату раствора NaCl до конечной 
концентрации 1% не приводило к изменению спектра поглощения в области 600-700 нм при 
концентрации антител 10 мкг/мл, что означает отсутствие агрегации частиц при высокой 
ионной силе раствора. 

Коллоидные растворы образуются фактически в результате баланса между силами 
электростатического отталкивания и силами притяжения Ван-дер-Ваальса между частицами 
[5,16]. При добавлении солей (например, NaCl) силы притяжения становятся выше, чем 
отталкивания, что ведет к агрегации, которая сопровождается изменением цвета раствора с 
красного (максимум поглощения 520 нм) на голубой [15]. Однако нестабильность раствора 
может быть предотвращена адсорбцией молекул белка, в частности иммуноглобулинов, на 
поверхности частиц золя. Количество белка, необходимое для получения стабильной 
коллоидной суспензии, может быть приблизительно получено из кривой флоккуляции [9]. 
Оптимальные условия конъюгации также определяли в U-образных иммунологических 
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планшетах с лунками объемом 200 мкл. Для этой цели делали серию последовательных 
разведений антител в фосфатном буфере и добавляли золи с предварительно доведенным 
поташом значениями pH в интервале от 7 до 9. В тех лунках, где условия среды не были 
оптимальными по кислотности или золотому числу, после добавления 10%-го раствора 
NaCl до конечной концентрации 1% происходила агрегация. Агрегация сопровождалась 
изменением цвета золя с красного на голубой или серый. Золотое число для поликлональ-
ных антитоксических антител было определено как 10 мкг на мл коллоидного золота при 
рН 8,2. 

Чувствительность и специфичность иммунодот-анализа. 
Биоконьюгат с поликлональными антитоксическими антителами был приготовлен, 

как описано в материалах и методах, и его иммуноактивность проверена методом 
твердофазного иммуноанализа с использованием нитроцеллюлозной мембраны с 
диаметром пор 0,2 мкм и дифтерийного анатоксина (300 Lf/мл), производства Государ-
ственного контрольного института имени Тарасевича. По 1 мкл приготовленной серии 
разведений анатоксина наносили на нитроцеллюлозную мембрану в центр расчерченных на 
ней квадратов размером 5×5 мм. После подсушивания мембраны в термостате при 
температуре 37ºС и выдерживания в блокирующем буфере, ее помещали в конверт из 
парафильма и инкубировали в растворе биоконъюгата. 

На рисунке 2 представлены результаты выявления дифтерийного анатоксина с 
полученным биоконъюгатом. Первое пятно соответствует 0,3 Lf или 525 нг анатоксина при 
условии, что 1 Lf эквивалентен 1,75 мкг токсина [6]. Другие пятна получены двукратным 
разведением так, что последнее пятно соответствует 1×10-3 Lf или 2,0 нг анатоксина. 
Полученный биоконъюгат не реагировал с молекулами бычьего сывороточного альбумина 
(БСА), взятыми в качестве отрицательного контроля в такой же концентрации, что и 
анатоксин, а также питательной средой пгла МЕМ, используемой для культивирования 
штаммов C.diphtheriae. 

 

 ¼/p>  
Рисунок 2 – пммунозолотой дот-анализ дифтерийного анатоксина (а), БСА (б), среды 

пгла МЕМ (в). 
Таким образом, полученный биоконъгат коллоидного золота с поликлональными 

противодифтерийными антителами выявлял только дифтерийный анатоксин, минимальное 
количество которого составило 2 нг. 

Выявление токсигенности среди клинических изолятов дот-иммунозолотым методом. 
Для выявления дифтерийного токсина в бульонных культурах клинических изолятов C. 
iphtheriae использовали нитроцеллюлозную мембрану с предварительно фиксированными 
на ней моноклональными мышиными антителами, специфичными к фрагменту А 
дифтерийного токсина. Мембрану инкубировали сначала в суспензии изолятов C. 
diphtheriae, а затем в растворе биоконъюгата. Возможность применения дот-
иммунозолотого метода для выявления токсигенности клинических изолятов была оценена 
на 80 токсигенных и 60 нетоксигенных штаммах C. diphtheriae. Выявлена 100% корреляция 
между результатами определения токсигенности традиционным тестом Элека и дот-



 5

иммунозолотым методом. Чувствительность дот-иммунозолотого теста составила 100% 
(95% доверительный интервал, 98,0÷ 100) и специфичность также составила 100% (95% до-
верительный интервал, 97,5÷100). Разработанный метод в сравнении с Элек-тестом 
позволяет сократить время проведения исследования. Анализ токсигенности дотим-
мунозолотым методом занимает 5 часов, тогда как традиционный тест – 18-24 часа. 

Выводы 
1.   Синтезирован стабильный и специфичный биоконъюгат частиц коллоидного 

золота 15 нм и поликлональных антитоксических антител, выявляющий только диф-
терийный токсин. 

2.   Разработан высокочувствительный дот иммунозолотой метод для выявления 
дифтерийного токсина. 

3.   Преимуществом метода в сравнении с традиционным тестом Элека является 
сокращение времени на проведение исследования и отсутствие ложноположительных 
результатов, имеющих место при использовании гипериммунной лошадиной сыворотки в 
Элек- тесте. 
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