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Разработан вольтамперометрический иммуносенсор типа сэндвич на основе конъюгатов нано-
частиц золота (НЧ Au) и специфических иммуноглобулинов (IgG) против овальбумина (IgG@
НЧAu) для определения овальбумина в некоторых иммунобиологических препаратах. Конъюгат 
IgG@НЧAu синтезировали методом пассивной адсорбции. В качестве субстратной электродной 
подложки для иммобилизации рецепторного слоя специфических иммуноглобулинов использо-
вали углеродсодержащий планарный печатный электрод, модифицированный восстановленным 
лазером оксидом графена. Для усиления сигнала НЧ Au рассмотрена возможность каталитиче-
ского восстановления нитрата серебра смесью восстановителей – лимонной кислоты и метола. 
Подобраны условия вольтамперометрической регистрации электрохимического сигнала серебра 
на иммуносенсоре, который успешно апробирован при определении остатков овальбумина в 
некоторых иммунобиологических лекарственных препаратах. В качестве метода сравнения ис-
пользовали твердофазный иммуноферментный анализ.
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Овальбумин (ОВА) – примесь целого ряда 
вакцинных препаратов, полученных с исполь-
зованием эмбрионов куриных яиц и предназна-
ченных для профилактики кори, краснухи, паро-
тита, бешенства, желтой лихорадки и клещевого 
энцефалита, которая наиболее часто вызывает 
аллергические реакции [1]. Овальбумин содер-
жится в некоторых препаратах, которые либо 
включены в национальный календарь прививок 
(например, вакцина “Гриппол”), либо являют-
ся жизненно необходимыми и часто используе-
мыми в клинической практике лекарственными 
средствами (препараты интерферона) [2]. Допу-
стимое остаточное количество ОВА в отечествен-
ной гриппозной вакцине составляет не более 

100 нг/мл, однако этого количества достаточно, 
чтобы вызвать реакцию гиперчувствительности у 
лиц с аллергией к яичному белку [3]. Использо-
вание зарубежных тест-систем контроля содер-
жания ОВА в иммунобиологических препаратах 
в настоящее время не разрешено в связи с тем, 
что они не зарегистрированы в РФ, а также из-за 
их высокой стоимости и недоступности. 

В настоящее время для оценки качества вак-
цин в лабораториях контроля качества на фар-
мацевтических предприятиях наиболее часто 
применяют твердофазный иммуноферментный 
анализ (ИФА) с ферментами в качестве маркеров 
протекания иммунной реакции. Наибольшей 
популярностью пользуются пероксидаза хрена 
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и щелочная фосфатаза. Несмотря на высокую 
чувствительность регистрации аналитических 
сигналов продуктов субстратных реакций с ис-
пользованием данных ферментов, они облада-
ют рядом недостатков: сложностью выделения 
и очистки фермента, лабильностью фермента 
в отношении ряда физико-химических и био-
логических факторов, значительной потерей 
активности фермента в процессе ковалентно-
го связывания с иммуноглобулинами, влияни-
ем на результаты анализа наличия в исследу
емом образце ферментных ингибиторов. Эти 
недостатки обусловливают высокую стоимость, 
недостаточную стабильность иммунофермент-
ных тест-систем для контроля качества вакцин 
и в основном связаны с биологическим характе-
ром маркера [4]. 

На сегодняшний день электрохимические 
иммуносенсоры с конъюгатами иммуноглобу-
линов, меченными НЧAu, широко используют 
для определения антигенов/антител в различных 
объектах, включая иммунобиологические препа-
раты [5, 6]. 

В данной работе нами предложено использо-
вать в качестве электрохимической маркерной 
метки НЧAu в твердофазном сэндвич-формате 
иммуносенсора для более экспрессного по срав-
нению с ИФА определения ОВА в некоторых 
иммунобиологических препаратах.

По сравнению с ферментами НЧAu обладают 
рядом преимуществ: высокой стабильностью, 
экономичностью, биосовместимостью с имму-
ноглобулинами при получении конъюгатов и 
возможностью регистрировать электрохимиче-
ские сигналы с использование недорогого обору-
дования. Синтез НЧAu осуществляли по методу 
Френса [7]. Конъюгаты иммуноглобулинов кро-
лика (IgG) против овальбумина с наночастицами 
золота (IgG@НЧAu) синтезировали методом пас-
сивной адсорбции [8]. В качестве твердой суб-
стратной подложки для иммобилизации рецеп-
торного слоя захватывающих антител кролика 
против овальбумина использовали углеродную 
поверхность планарного печатного электрода, 
которая была модифицирована оксидом графена 
(ОГ). Для увеличения токопроводящих свойств 
рабочей поверхности электрода ОГ восстанав-
ливали с помощью лазерного гравера. Белковые 
рецепторные слои электрохимического имму-
носенсора оказывали пассивирующее действие 
на регистрацию чувствительного вольтамперо-
метрического сигнала от НЧAu, в связи с этим 
в качестве проявителя НЧAu использовали смесь 

0.5%-ного раствора нитрата серебра и смеси 
растворов восстановителей – 0.25%-ной лимон-
ной кислоты и 0.2%-ного метола. Для опреде-
ления OВА в некоторых иммунобиологических 
препаратах регистрировали чувствительный сиг-
нал окисления серебра методом анодной инвер-
сионной вольтамперометрии.

Новый электрохимический иммуносенсор 
позволил сократить время определения ОВА на 
30 мин по сравнению с традиционными ИФА 
тест-системами в связи с отсутствием дополни-
тельных стадий анализа, связанных с введением 
субстратов и стоп-реагентов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методика синтеза конъюгатов IgG@НЧAu. 
В основе метода Френса [7] лежит восстановле-
ние НЧAu из 0.01%-ного раствора золотохлори-
стоводородной кислоты 1%-ным раствором цит-
рата натрия. Синтезировали НЧ Au со средним 
размером 17.3 ± 5.0 нм.

Для синтеза конъюгатов IgG@НЧAu методом 
пассивной адсорбции [8] использовали ком-
мерческие иммуноглобулины класса G кролика 
против овальбумина (Имтек, Россия). Для под-
бора минимального количества иммуноглобу-
линов для стабилизации коллоидного раствора 
золота проводили титрование в лунках микро-
титровального планшета в присутствии 100 мкл 
1 М раствора NaCl по методике [8]. В случае от-
сутствия изменения цвета лунки по сравнению 
с первоначальным винным количество имму-
ноглобулинов достаточно для защитного дей-
ствия НЧ Au от коагулирующего действия NaCl. 
Масштабируя объемы растворов иммуноглобу-
линов кролика против овальбумина и раство-
ра НЧAu, установили, что на 300 мкл раствора 
НЧAu необходимо 700 мкл раствора иммуногло-
булинов с концентрацией 0.01 мг/мл. Приведен-
ные фактические данные характеризуют защит-
ную способность иммуноглобулинов в условиях 
эксперимента в отношении НЧAu со средним 
размером 17.3 ± 5.0 нм.

Конъюгат IgG@НЧAu очищали от несвя-
занных компонентов методом центрифуги-
рования. Центрифужную пробирку объемом 
3 мл наполняли 500 мкл 96% глицерина (Sigma, 
США) и 1 мл раствора полученного конъюгата. 
Центрифугирование осуществляли при скоро-
сти 25 000 об/мин и температуре +4 °C в тече-
ние 30 мин. Надосадочную жидкость отделяли, 
конъюгат с глицерином переносили в пробирку 



718	 ДОРОЖКО и др.

	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 7	 2024

для хранения. Конъюгат хранили в морозиль-
ной камере при –10 °С в течение 1 года. Мор-
фологию конъюгата IgG@НЧAu исследовали 
с помощью просвечивающей электронной мик
роскопии (ПЭМ) с контрастированием белков 
2.0%-ным раствором безводного уранил ацетата 
на просвечивающем электронном микроскопе 
Philips CM12 (FEI Electron Optics, Нидерланды) 
в Институте физики прочности и материалове-
дения CO PAH (Томск, Россия). Средние раз-
меры неконъюгированных НЧ Au рассчитывали 
по изображениям ПЭМ с помощью программ-
ного обеспечения Fiji (www.fiji.sc) и Origin Pro 8.0 
(OriginLab, США). Для каждого образца брали не 
менее десяти репрезентативных изображений. 
Распределение частиц по размерам получали 
путем подсчета по меньшей мере 100 частиц для 
каждого образца.

Изготовление электрохимического иммуно-
сенсора. Электрохимический иммуносенсор 

представлял собой сэндвич-формат, где в каче-
стве твердой подложки для иммобилизации им-
муноглобулинов использовали углеродсодержа-
щий планарный печатный электрод (OOO “Ру-
сенс”, Москва, Россия). Схема изготовления 
электрохимического иммуносенсора для опре-
деления овальбумина в вакцинах представлена 
на рис. 1.

На первой стадии разработки электрохими-
ческого иммуносенсора модифицировали угле-
родсодержащий планарный печатный электрод 
ОГ. Для того чтобы в модификации электрода 
не участвовали части электрода, выполняющие 
функцию электрода сравнения и вспомогатель-
ного электрода, поверхность предварительно за-
крывали трафаретом из двустороннего скотча. 
При этом поверхность рабочего электрода оста-
валась незакрытой. Далее 100 мкл суспензии ОГ 
(2 мг/мл) (Sigma, Германия) наносили на рабо-
чую часть поверхности электрода и осторожно 

ОГ

Лазер

овальбумин конъюгат

фоновый
электролит

метол

AgNO3

БСА‒IgG
восстановленный

ОГ

I,
 м

кА

E, B
Рис. 1. Схема электрохимического иммуносенсора для определения овальбумина в вакцинах.
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высушивали в течение 2 ч при 22 ± 2  °C. Для 
улучшения токопроводящих свойств поверх-
ности электрода и увеличения электроактив-
ной площади поверхности ОГ восстанавливали 
с помощью лазерного гравера мощностью 600 
мВт при длине волны 405 нм [9, 10]. Инкубаци-
онный период для каждого шага иммобилиза-
ции биологического материала на поверхности 
восстановленного ОГ составлял 1 ч при 37 °С. 
После каждого этапа иммобилизации биоло-
гического материала трижды ополаскивали по-
верхность сенсора дистиллированной водой 
для удаления несвязанных компонентов. Для 
иммобилизации коммерческих иммуноглобу-
линов кролика против овальбумина использо-
вали 100 мкл раствора с концентрацией 1 мкг/
мл. Далее на поверхность сенсора наносили 
блок-реагент – 0.5%-ный раствор бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА), по 100 мкл на 
каждый электрод. После этого на поверхности 
электрохимических сенсоров раскапывали по 
100 мкл растворов овальбумина в концентра-
циях, соответствующих линейному диапазону 
от 0.5 до 24.0 нг/мл, или испытуемую вакцину 
в том же объеме. После иммобилизации оваль-
бумина на поверхность каждого сенсора нано-
сили по 100 мкл конъюгата IgG@НЧAu. Далее 
на поверхность сенсоров наносили по 100 мкл 
0.5%-ного раствора AgNO3 и 100 мкл раствора 
восстановителя – смеси 0.25%-ной лимонной 
кислоты и 0.2%-ного метола. Данная процеду-
ра позволила усилить сигнал золота серебром 
при его каталитическом восстановлении на по-
верхности НЧAu конъюгата IgG@НЧAu. Время 
восстановления серебра составило 3 мин. Далее 
на поверхность сенсора наносили 200 мкл фо-
нового электролита и регистрировали сигнал 

серебра методом инверсионной вольтамперо-
метрии. Для контроля специфичности разрабо-
танного электрохимического иммуносенсора в 
качестве отрицательных контрольных образцов 
использовали неспецифические к овальбумину 
IgG свиньи, иммобилизованные на поверхности 
иммуносенсора, а также БСА. В качестве метода 
сравнения для определения овальбумина в вак-
цинах использовали метод ИФА.

Регистрация электрохимического сигнала се-
ребра иммуносенсора. Для регистрации элек-
трохимического сигнала серебра использовали 
фоновый электролит состава 0.05 М HCl–0.05 
М раствор NaClO4 (1 : 1, по объему). Объем фо-
нового электролита, который наносили в виде 
капли на рабочую поверхность иммуносенсора, 
составил 200 мкл. Условия регистрации элек-
трохимического сигнала: анодная инверсион-
ная вольтамперометрия, потенциал накопления 
–0.8 В, время накопления 60 с, диапазон потен-
циалов от –0.6 до +1.0 В со скоростью сканиро-
вания потенциала 100 мВ/с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Синтезированные НЧAu и конъюгаты 
IgG@HЧAu для определения овальбумина в вак-
цинах характеризовали методами спектрофото-
мерией в видимой и УФ-областях и ПЭМ.

Спектры светопоглощения НЧAu и конъю-
гатов IgG@HЧAu регистрировали в диапазо-
не 300–700 нм (рис. 2). Максимум поглощения 
при 520 ± 2 нм обусловлен проявлением поверх-
ностного плазмонного резонанса НЧAu, в  то 
время как более широкий максимум поглощения 
при 550 нм, смещенный в более длинноволно-
вую область по сравнению с пиком НЧAu, кос-
венно указывает на связывание НЧAu с IgG кро-
лика против овальбумина.

На рис. 3 представлены ПЭМ-изображения 
НЧAu и конъюгатов IgG@НЧAu. На рис. 3а вид-
ны НЧAu сферической формы со средним раз-
мером 17.3 ± 5.0 нм.

После синтеза и очистки конъюгатов 
IgG@НЧAu отмечено, что в их состав включе-
ны белковые компоненты иммуноглобулинов 
кролика (IgG) белого цвета c аморфной струк-
турой, тогда как НЧAu сферической формы, 
распределенные на поверхности IgG, имеют 
темную окраску (рис. 3б). Изображение ПЭМ 
подтверждает успешность синтеза конъюгатов 
IgG@НЧAu.
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Рис. 2. Спектры светопоглощения в видимой и 
УФ-областях в бидистиллированной воде (1) НЧAu 
(2) и конъюгатов IgG@НЧAu (3).
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После синтеза конъюгатов IgG@НЧAu регис
трировали циклические вольтамперограммы от 
золотой метки до и после сборки электрохи-
мического иммуносенсора (рис. 4а) в фоновом 
электролите состава HCl–0.1 М раствор NaCl. 
Согласно данным [6], в HCl можно растворить 
коллоидное золото конъюгата. Кроме того, хло-
рид-ионы позволяют окислить золото с образо-
ванием комплекса [AuCl4]-, который окисляется 
в диапазоне потенциалов от +1.0 до +1.2 В на 

электроде, изготовленном по типу трафаретной 
печати [6].

На рис. 4а показано, что после иммобилиза-
ции рецепторного слоя на поверхность сенсора 
сигнал от золотой метки конъюгатов не обнару-
жен, в отличие от поверхности без рецепторно-
го слоя. Слои иммуноглобулинов и овальбуми-
на экранируют электродную поверхность, что 
не позволяет зарегистрировать сигнал от золо-
той метки конъюгатов IgG@НЧAu в указанных 

(а) (б)

20 нм

100 нм

Рис. 3. Изображения, полученные методом просвечивающей электронной микроскопии, (а) НЧAu и (б) конъюга-
тов IgG@НЧAu (контрастирование IgG 2.0%-ным раствором уранил ацетата).
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Рис. 4. Циклические вольтамперограммы (а) НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu на углеродсодержащем планарном пе-
чатном электроде в 0.1 М растворе фонового электролита HCl–NaCl (1 : 1, по объему), v = 100 мВ/с, до иммобили-
зации рецепторного слоя (1), после иммобилизации рецепторного слоя (2); (б) циклические вольтамперограммы 
серебра после проявления на поверхности электрохимического иммуносенсора в разных фоновых электролитах: 
1 – 0.05 М HCl–0.05 М раствор NaClO4 (1 : 1), 2 – 0.25 М раствор KNO3–0.5 М HNO3 (1 : 1), объем фонового элек-
тролита – 200 мкл.
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электрохимических условиях. В связи с этим 
было решено усилить электрохимический сигнал 
золота серебром. Известно, что на поверхности 
НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu можно каталити-
чески восстановить другой металл, например Ag, 
Hg, Cu как электрохимическим, так и химиче-
ским способами [11–15]. Апробировали несколь-
ко потенциальных химических восстановителей 
серебра – п-фенилендиамин, гидрохинон, боро-
гидрид натрия, метол и лимонную кислоту – на 
поверхности НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu для 
усиления вольтамперометрического сигнала. 
Наилучшие результаты по регистрации чувстви-
тельного вольтамперометрического сигнала се-
ребра для определения овальбумина в вакцинах 
достигнуты при использовании раствора восста-
новителя состава 0.2%-ная лимонная кислота и 
0.25%-ный метол.

С целью выбора лучшего фонового электро-
лита для регистрации вольтамперометрического 
сигнала серебра использовали два типа фоно-
вых электролитов: смесь 0.25 М раствора KNO3 
и 0.5 М HNO3 (1 : 1) и смесь 0.05 М HCl и 0.05 М 
раствора NaClO4 (1 : 1). Для регистрации элек-
трохимических сигналов серебра использовали 
метод циклической вольтамперометрии (ЦВА) 
со скоростью развертки 100 мВ/с в диапазоне 
потенциалов от –0.6 до +1 В. Электродные меха-
низмы окисления-восстановления серебра в раз-
личных фоновых электролитах можно описать 
уравнениями (1), (2) для фонового электролита 

KNO3–HNO3 и (3), (4) для фонового электроли-
та HCl–NaClO4:

	 ,
нак

нак

= 0.8 В
= 60 с+ 0Ag + e Ag

Е
t

−

→ 	 (1)

,паЕ = +0.2 В0 +
3 3Ag  e Ag (KNO /HNO )− → 	 (2)

	
нак

нак

= 0.8 В
= 60 с+Ag + Сl AgСl

Е
t

−
− → ↓ ,	 (3)

.па = +0.1 В 0
4AgCl+ e Ag +Cl (HCl/NaClO )

Е −→ 	(4)
На рис. 4б интенсивность редокс-сигналов 

AgCl в фоновом электролите 0.05 М HCl–0.05 М 
NaClO4 в пять раз интенсивнее редокс-сигналов 
Ag в азотнокислом фоновом электролите 0.25 М 
раствор KNO3–0.5 М HNO3. Это свидетель-
ствует о том, что хлорид серебра накапливает-
ся лучше на поверхностях НЧAu коньюгатов по 
сравнению с Ag0 при измерении аналитических 
сигналов методом ЦВА. В фоновом электроли-
те 0.05 М HCl–0.05 М раствор NaClO4 можно 
использовать как катодный, так и анодный ток 
в качестве аналитического сигнала. В дальней-
ших исследованиях применяли метод анодной 
инверсионной вольтамперометрии, а в качестве 
фонового электролита – 0.05 М HCl–0.05 М 
раствор NaClO4

 (1 : 1, по объему).
На рис. 5 представлено полученное методом 

сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) 
изображение поверхности иммуносенсора по-
сле каталитического восстановления серебра на 
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Рис. 5. (а) Изображение поверхности иммуносенсора, полученное методом скагирующей электронной микроско-
пии, после каталитического восстановления серебра смесью 0.2%-ной лимонной кислоты и 0.25%-ного метола на 
НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu (режим обратного рассеяния электронов поверхности); (б) спектр ЭДС поверхно-
сти иммуносенсора после каталитического восстановления серебра с характерными рентгеновскими линиями C, 
O, Au и Ag.
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НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu смесью 0.2%-ной 
лимонной кислоты и 0.25%-ного метола, а так-
же полученный методом энергодисперсионной 
рентгеновской спектроскопии (ЭДС) спектр 
поверхности иммуносенсора после каталити-
ческого восстановления серебра с характерны-
ми рентгеновскими линиями C, O, Au и Ag. На 
рис. 5а отчетливо видны крупные сферические 
образования на поверхности иммуносенсора 
после восстановления серебра. На ЭДС-спектре 
(рис. 5б) присутствуют характеристические рент-
геновские линии С, О, Au и интенсивная линия 
Ag, что подтверждает наличие серебра на поверх-
ности иммуносенсора после его каталитического 
восстановления.

Для построения градуировочной зависимости 
интенсивности тока окисления AgCl от концен-
трации ОВА готовили серию градуировочных 
растворов ОВА с концентрациями от 0.125 до 
24 нг/мл. На рис. 6 представлена градуировоч-
ная зависимость и вольтамперограммы окисле-
ния АgCl.

Линейный диапазон, включающий концен-
трации от 0.5 до 24 нг/мл (lgI  = lgc + 1.5, R2 = 
= 0.999), находится в пределах допустимой нор-
мы и ожидаемых концентраций ОВА в имму-
нобиологических препаратах [16] с учетом раз-
ведения проб. Предел обнаружения (ПО) ОВА, 
рассчитанный по 3s-критерию (ПО = 3s/b, где 
s  – стандартное отклонение холостой пробы, 
b – наклон прямолинейного участка градуиро-
вочной прямой), составил 0.1 нг/мл [17].

Воспроизводимость работы иммуносенсора 
оценивали по значению относительного стан-
дартного отклонения (sr) в пределах одного экс-
перимента и между экспериментами, повторно 
исследуя стандартные растворы ОВА линейного 
диапазона на трех уровней концентрации (0.5, 8.0 
и 24 нг/мл). Значение sr в пределах одного экспе-
римента оценивали по 10 параллельным опреде-
лениям, между разными эспериментами – по 6 

определениям, выполненным в разные дни. Ва-
риабельность в пределах одного эсперимента по 
определению концентраций ОВА в 10 повторах 
для каждого уровня концентраций не превыша-
ла 8% (sr < 8%). Вариабельность между сериями 
определений, которую оценивали по измерени-
ям в шести повторах для каждого уровня кон-
центраций, составила менее 12% (sr < 12%), что 
соответствует требованиям [16].

Правильность работы электрохимического 
иммуносенсора на ОВА оценивали методом вве-
дено–найдено и рассчитывали степень извлече-
ния (%) на трех уровнях концентрации (0.5, 8.0 и 
24 нг/мл). В качестве метода сравнения выбрали 
метод ИФА (табл. 1). Как видно из таблицы, зна-
чения степени извлечения находятся в диапазоне 
от 94 до 96% и укладываются в диапазон требо-
ваний нормативной документации; компоненты 
матрицы не влияют на правильность полученных 

Таблица 1. Результаты определения правильности и воспроизводимости овальбумина в модельных образцах 
на трех уровнях концентрации (n = 5, P  = 0.95)

Введено ОВА, нг/мл Найдено,  
c(ОВА) ± s, нг/мл

Степень 
извлечения, % sr, %

sr (между
сериями), %

Найдено ИФА, 
c(ОВА) ± s, нг/мл

0.50 0.47 ± 0.01 94 3.1 12 0.52 ± 0.02
8.0 7.7 ± 0.2 96 3.2 8 7.8 ± 0.3

24.0 23.0 ± 0.7 96 3.5 7 23.8 ± 1.0
Требуемая степень извлечения (%) для 
биоаналитических методик (ГФ XV), ICH

85–115

Критерий (ГФ XV) (ICH) 20.0
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Рис. 6. Градуировочная зависимость для определе-
ния овальбумина с помощью электрохимического 
иммуносенсора в диапазоне концентраций от 0.125 
до 128 нг/мл (вставка – анодные инверсионные 
вольтамперограммы окисления серебра).



	 ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЙ ИММУНОСЕНСОР НА ОСНОВЕ НАНОЧАСТИЦ ЗОЛОТА...� 723

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 7	 2024

результатов определения ОВА предложенным 
электрохимическим иммуносенсором, которые 
согласуются с результатами ИФА. 

Для оценки селективности анализа изучали 
перекрестную реактивность ОВА с близкими по 
структуре антигенами. В качестве отрицательных 
контрольных образцов использовали бычий, че-
ловеческий и лошадиный альбумины, которые 
являются перекрестно реагирующими антигена-
ми и могут вносить ложно положительные вкла-
ды в аналитические сигналы электрохимиче-
ского иммуносенсора. Для каждого перекрестно 
реагирующего антигена рассчитывали процент 
перекрестной реактивности по формуле:

	 CR (%) = (ICОВА) / (ICаналог) × 100 %,	  (5)

где CR – перекрестная реактивность, %; ICОВА – 
концентрация ОВА в середине градуировочной 
прямой; ICаналог – концентрация перекрестно ре-
агирующего соединения, которое на 50% инги-
бирует максимальный сигнал овальбумина [18]. 

Результаты определения перекрестной ре-
активности представлены в табл. 2. Из данных 
табл. 2 можно сделать вывод, что для исследуе-
мого электрохимического иммуносенсора не вы-
явлено выраженной перекрестной реакции ни с 
одним из анализируемых антигенов, что свиде-
тельствует о его высокой селективности в отно-
шении определения ОВА.

В табл. 3 представлены сравнительные ре-
зультаты определения ОВА в вакцинах с 

помощью электрохимического иммуносенсора 
и методом ИФА в иммунобиологических пре-
паратах. Полученные результаты показали, что 
найденные с помощью разработанного электро-
химического иммуносенсора концентрации ОВА 
соответствуют значениям, заявленным произво-
дителем, и согласуются с результатами традици-
онно используемого метода ИФА.

* * *
Разработан электрохимический иммуносен-

сор на основе наночастиц золота для опреде-
ления овальбумина, который отличается эко-
номичностью и более высокой стабильностью 
конъюгатов по сравнению с ферментными тест-
системами. Электрохимический иммуносенсор 
позволяет сократить продолжительность опреде-
ления ОВА на 30 мин по сравнению с традици-
онными ИФА тест-системами, так как не требу-
ет дополнительных стадий введения субстратов 
и стоп-реагентов. Конъюгат и электрохимиче-
ский иммуносенсор могут быть использованы 
в сэндвич-формате для высокочувствительно-
го определения остатков овальбумина в неко-
торых иммунобиологических лекарственных 
препаратах с пределом обнаружения 0.1 нг/мл 
и диапазоном определяемых содержаний от 0.5 
до 24 нг/мл. Значения степени извлечения при 
оценке правильности определения ОВА не пре-
вышали 94–96% и соответствовали требованиям 
нормативной документации. При исследовании 
селективности электрохимического иммуносен-
сора показана отрицательная перекрестная реак-
тивность (CR < 1%) со структурно родственны-
ми овальбумину соединениями. 

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Исследования выполнены за счет субси-
дии из федерального бюджета на финансовое 
обеспечение выполнения госзадания, проект 

Таблица 2. Показатели селективности электрохими
ческого иммуносенсора для определения овальбумина

Перекрестно-реагирующий антиген СR, %
Бычий альбумин 0.82 ± 0.20
Человеческий альбумин 0.64 ± 0.20
Лошадиный альбумин 0.34 ± 0.09
Критерий [ГФ XV, (ICH)] Не более 1%

Таблица 3. Сравнительные результаты определения овальбумина в иммунологических препаратах с исполь-
зованием разработанного электрохимического иммуносенсора и методом иммуноферментного анализа (n = 
5, Р = 0.95)

Название препарата
Заявлено 

производителем, 
мкг/мл

Найдено 
электрохимическим 

методом, мкг/мл
Найдено ИФА,

мкг/мл

Вакцина для профилактики гриппа Вакси-
грип (SANOFI PASTEUR, S.A., Франция) Не более 2.0 0.08 ± 0.02 0.09 ± 0.03

Вакцина для профилактики желтой лихо-
радки СинСаВак (ООО “Смартбиотех”, 
Россия)

Не более 2.0 1.1 ± 0.3 1.2 ± 0.4

https://www.rlsnet.ru/mnn_index_id_5667.htm
https://www.rlsnet.ru/mnn_index_id_5667.htm
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Abstract. A sandwich-type voltammetric immunosensor based on conjugates of gold nanoparticles 
(AuNP) with specific immunoglobulins (IgG) against ovalbumin (IgG@AuNP) is developed for the 
determination of ovalbumin in some immunobiological preparations. The IgG@AuNP conjugate 
is synthesized by passive adsorption. A carbon-containing planar printed electrode modified by laser 
reduced graphene oxide is used as a substrate electrode for immobilizing the receptor layer of specific 
immunoglobulins. A possibility of the catalytic reduction of silver nitrate with a mixture of reducing 
agents, citric acid and metol, is considered in order to enhance the signal of AuNP. Conditions for the 
voltammetric recording of the electrochemical signal of silver on an immunosensor, which has been 
successfully tested in determining ovalbumin residues in some immunobiological drugs, are selected. 
Enzyme-linked immunosorbent assay is used as a reference method.

Keywords: gold nanoparticles, conjugates based on immunoglobulins and gold nanoparticles, 
electrochemical immunosensor, ovalbumin, vaccines.
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