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Загрязнение окружающей среды токсичны-
ми соединениями представляет серьезную угрозу 
как здоровью людей, так и природным объектам. 
В большой опасности находятся, в частности, во-
дные экосистемы [1–3]. Промышленные сбросы, 
сельскохозяйственные стоки и неправильная ути-
лизация отходов приводят к  загрязнению водое-
мов и снижают качество потребляемой воды, что, 
в свою очередь, приводит к развитию различных 
заболеваний [4–6].

Среди многообразия токсикантов водной среды 
все большее беспокойство вызывают эндокринные 
деструкторы, такие как нонилфенол (НФ) [7–9]. 
Нонилфенол является конечным продуктом дегра-
дации неионных поверхностно активных веществ 
(ПАВ), широко используемых в текстильной, сель-
скохозяйственной, бумажной промышленности 
[10]. НФ часто обнаруживается в водных экосисте-
мах, куда попадает в основном с промышленными 

сточными водами [7, 11]. Уровни его содержания 
в водоемах могут достигать до 0.98 мкг/кг, в по-
верхностных и подземных водах – до 37.3 мг/м3 
и 3.85 мг/м3 соответственно [12].

НФ отличается высокой гидрофобностью, по-
этому способен накапливаться в организмах чело-
века и животных, нарушая работу эндокринной, 
репродуктивной и нервной систем и повышая ве-
роятность образования опухолей [13–15]. Макси-
мально допустимые концентрации НФ в воде уста-
навливаются в пределах от 0.3 до 2 мкг/л [16]. Ис-
ходя из этого, контроль содержания НФ в водных 
объектах является важной задачей.

Для детекции НФ наиболее часто используются 
газовая, жидкостная хроматография или масс-спек-
трометрия, которые являются трудоемкими, дли-
тельными и требуют дорогостоящего оборудования 
[17–20]. Кроме того, в природных объектах НФ ча-
сто представлен в виде смеси изомеров с различной 
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разветвленной структурой, что затрудняет иденти-
фикацию пиков на хроматограммах и снижает точ-
ность определения. Вследствие этого необходима 
разработка более простых, быстрых и высокочув-
ствительных методов обнаружения НФ.

Альтернативными методами определения НФ 
являются иммунохимические, такие как иммуно-
ферментный анализ (ИФА) [21, 22], поляризаци-
онный флуоресцентный иммуноанализ [23], про-
точно-инжекционный иммуноанализ [24, 25]. Они 
отличаются быстротой и  удобством проведения, 
высокой воспроизводимостью, возможностью ав-
томатизации и низкой стоимостью. Разработка им-
мунохимических методов требует получения высо-
коспецифичных антител ввиду высокой гетероген-
ности изомеров НФ [26, 27].

В данной работе предложен ИФА для выявления 
НФ на основе частиц магнетита (МЧ). Посколь-
ку содержание НФ в пробах может быть низким, 
оправдано концентрирование пробы. Использова-
ние МЧ позволяет одновременно проводить разде-
ление несвязавшихся компонентов и концентри-
рование аналита, что повышает чувствительность 
и точность анализа.

Цель работы – разработка ИФА нонилфено-
ла с применением магнитного концентрирования 
проб и отделения иммунных комплексов, содержа-
щих пероксидазную метку.

МЕТОДИКА

Химические реагенты. В работе использованы 
нонилфенол (НФ), соевый ингибитор трипсина 
(СИТ), желатин, диметил сульфоксид (ДМСО), 
твин‑80, N-сукцинимидный эфир биотинами-
догексаноил‑6-аминогексановой кислоты, бы-
чий сывороточный альбумин (БСА), конъюгат 
стрептавидина с  полимеризованной пероксида-
зой, 1-этил‑3-(3-диметиламинопропил)-карбоди-
имид гидрохлорид (ЭДК), формальдегид (Sigma-
Aldrich, США). Антисыворотки против НФ были 
получены путем иммунизации кроликов конъ-
югатом НФ-БСА согласно методике, описанной 
в  [26]. Также применялись поликлональные ан-
титела козы против иммуноглобулинов кролика, 
меченные пероксидазой хрена, стрептококковый 
белок G (ИМТЕК, Россия), готовый субстрат пе-
роксидазы на основе 3,3',5,5'-тетраметилбензи-
дин (ТМБ) с H2O2 (Иммунотех, Россия), метанол 
(Fluka, Швейцария) и карбоксилированные части-
цы магнетита (МЧ) (Magsphere, Великобритания).

Синтез конъюгата гаптен-белок. Нонилфенол 
конъюгировали с  соевым ингибитором трипси-
на по методике, основанной на реакции Манниха 
[26] с получением конъюгата НФ-СИТ. Для этого 
НФ растворяли в ДМСО, получая раствор с кон-
центрацией 33 мг/мл. 10 мг СИТ вносили в 1 мл 
0.1 М карбонатного буфера (рН 10.0). К раствору 

белка добавляли 60 мкл раствора НФ. Затем добав-
ляли 100 мкл 35% формальдегида с последующим 
инкубированием при перемешивании в течение 
30 мин при комнатной температуре. Реакционную 
смесь оставляли в термостате на 5 суток при 37°C. 
Очистку препарата проводили диализом против 
10 мМ фосфатного буферного раствора с 0.1М на-
трия хлорида, рН 7.4. Полученный конъюгат хра-
нили при +4°C.

Биотинилирование конъюгата гаптен-белок. 
Конъюгат НФ-СИТ смешивали с N-сукцинимид-
ным эфиром биотинамидогексаноил‑6-аминогек-
сановой кислоты в  мольном соотношении 1: 20 
и инкубировали 2 ч при комнатной температуре 
и перемешивании. Продукт реакции диализовали 
против 50 мМ фосфатного буфера (ФБС, pH 7.4) 
с использованием центрифужных фильтров Amicon 
Ultracel 10 K (Millipore, США).

Получение магнитного иммуносорбента состава 
МЧ-белок G-IgG. 20 мкл раствора частиц (1 мг/мл) 
смешивали с 143 мкл раствора ЭДК (7 мг/мл), до-
водили полученную смесь до 1 мл 50 мМ ФБС 
(рН 7.4) и инкубировали 15 мин при перемешива-
нии. Далее в полученный раствор вносили белок G 
в исходной концентрации 100 мкг/мл, инкубиро-
вали 1 ч при комнатной температуре и перемеши-
вании. Добавляли 25 мкл 10% БСА, инкубировали 
еще 10 мин при перемешивании и очищали конъ-
югат трехкратной промывкой ФБС с использова-
нием внешнего магнита. Затем к 1 мл полученного 
конъюгата добавляли 10.5 мкл антисыворотки про-
тив НФ, инкубировали 1 ч при комнатной темпе-
ратуре и перемешивании и отмывали, как описано 
выше. Полученный конъюгат хранили при +4°C.

Конкурентный иммуноферментный анализ НФ. 
В  лунки микропланшета (Corning Costar, США) 
вносили конъюгат НФ-СИТ (1 мкг/мл) в  ФБС 
и инкубировали в течение ночи при 4°C, а затем 
трижды промывали 50 мМ ФБС, содержащим 
0.05% Твин‑80 (ФБСТ). Далее 150 мкл ФБС с 0.1% 
желатином вносили в лунки микропланшета и ин-
кубировали 30 мин при 37°C, после чего микро-
планшет промывали ФБСТ. Для приготовления 
растворов НФ использовали исходный метаноль-
ный раствор с концентрацией 1 мг/мл. В лунки 
вносили растворы НФ с различной концентрацией 
(от 100 мкг/мл до 0.01 нг/мл) в смеси метанол : вода 
(1 : 4), а затем добавляли антисыворотку в разведе-
нии 1 : 5000 в ФБС с 0.1% желатина. После инкуби-
рования в течение 1 ч при 37°C и отмывки планше-
та ФБСТ добавляли конъюгат антивидовые антите-
ла – перокси даза (1 : 3000) и инкубировали 45 мин 
при 37°C и интенсивном перемешивании. Микро-
планшет отмывали 4 раза ФБСТ, вносили в лунки 
раствор субстрата ТМБ (100 мкл) и через 15 мин 
инкубации при комнатной температуре останав-
ливали реакцию добавлением 50 мкл 0.1 М H2SO4.
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Оптическую плотность продукта пероксидазной 
реакции измеряли при 450 нм с использованием 
многофункционального планшетного анализатора 
EnSpire multimode plate reader (Perkin Elmer, США).

Конкурентный иммуноферментный анализ НФ 
с использованием МЧ. В пробирки Эппендорф вно-
сили растворы НФ в концентрациях от 200 нг/мл 
до 0/78 нг/мл в 500 мкл смеси метанол : вода (1 : 4), 
после чего добавляли иммуносорбент на осно-
ве МЧ (конечная концентрация 28 мкг/мл) и ин-
кубировали 15 мин. Иммуносорбент трехкрат-
но отмывали ФБСТ с 0.1% БСА с использовани-
ем внешнего магнита. Далее добавляли конъюгат 
НФ-СИТ-биотин (5 мкг/мл), инкубировали 15 мин 
и повторяли отмывку. Затем в полученные раство-
ры вносили конъюгат стрептавидина с  полипе-
роксидазой (1 : 1000), инкубировали еще 10 мин 
и проводили отмывку, как описано выше. На ко-
нечном этапе в пробирки вносили 100 мкл субстра-
та на основе ТМБ, через 15 минут осаждали МЧ 
с помощью внешнего магнита, отбирали надосадок, 
переносили его в лунки микропланшета и останав-
ливали реакцию добавлением 50 мкл 0.1 М H2SO4.

Оптическую плотность продукта пероксидазной 
реакции измеряли, как описано выше.

Обработка результатов ИФА. Зависимость сиг-
нала – оптической плотности (y) – от концентра-
ции антигена (x) аппроксимировали с помощью 
программы Origin версии 9.0 (OriginLab, США) 
с  использованием четырехпараметрической сиг-
моидной функции:

y = (a – b)/[1 + (x/c)d] + b,
где a – максимальный сигнал, b – минимальный 
сигнал, c (или IC50) – точка перегиба, концентра-
ция антигена, ингибирующая 50% связывания ан-
тител, d – наклон кривой в точке c.

На основании полученной функции определяли 
предел обнаружения антигена согласно критерию 3σ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Принцип анализа. Предлагаемый подход состо-
ит в проведении конкурентного взаимодействия 
нативного (содержащегося в пробе) и конъюгиро-
ванного с белком-носителем и биотином антигена 
со специфическими антителами в сочетании с вза-
имодействием биотина со стрептавидином, конъю-
гированным с пероксидазной меткой, отделением 
сформированных иммунных комплексов из реак-
ционной среды посредством осаждения носителя 
(магнитных частиц) с помощью внешнего магнита 
и регистрации уровня пероксидазной антивности, 
отражающей содержание антигена в пробе.

Данные процессы изображены на рис.  1. На 
магнитных частицах ковалентно иммобилизо-
ван белок G, способный взаимодействовать с им-
муноглобулинами (IgG) в  сыворотке кролика, 

Рис.  3. Характеристика антисыворотки методом 
ИФА: линейный участок кривой конкурентного вза-
имодействия (n = 3).

Рис.  2. Спектр поглощения конъюгата НФ-СИТ. 
Толщина кюветы 1  мм, концентрация конъюгата 
в 10 мМ ФБС – 1.2 мг/мл.

Рис. 1. Схема ИФА с магнитным концентрированием.
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формируя комплекс МЧ-белок G-IgG. При этом 
на поверхности магнитных частиц Fab фрагмент 
антител оказывается открытым и доступным для 
взаимодействия для конкурентов – свободно-
го НФ и конъюгата НФ-СИТ-биотин. Если НФ 
присутствует в  пробе, он взаимодействует с  ан-
тителами, занимая центры связывания. Если НФ 
отсутствует, то конъюгат НФ-СИТ-биотин свя-
зывается с антителом. На следующей стадии при 
добавлении конъюгата стрептавидина с  полипе-
роксидазой хрена (СТ-пПХ) происходит высо-
коаффинное связывание биотин-стрептавидин 
с  формированием комплекса состава МЧ-белок 
G-IgG-НФ-СИТ-биотин-СТ-пПХ. Наличие пе-
роксидазной метки обеспечивает окисление суб-
страта (ТМБ) в присутствии пероксида водорода 
с получением окрашенного продукта.

Синтез и характеристика конъюгата гаптен-бе-
лок. Конъюгирование НФ с СИТ проводили с по-
мощью реакции Манниха в молярном соотноше-
нии 30 : 1. В ходе реакции углерод формальдегида 
формирует метиленовую группировку, встраивае-
мую в орто-положение по отношению к феноль-
ному гидроксилу. Эта группа в конъюгате являет-
ся связующим звеном между аминогруппой белка 
и НФ. Полученный конъюгат охарактеризован ме-
тодом спектрофотометрии (рис. 2). Максимум по-
глощения нативного нонилфенола находится при 
278 нм, формируя характерное “плечо” белкового 
пика в спектре конъюгата гаптен-белок. Вычис-
ленная концентрация конъюгата по белку соста-
вила 7.4 мг/мл.

Характеристика иммунореагентов в  микроплан-
шетном конкурентном ИФА нонилфенола. Для оценки 
реакционной способности антисыворотки против 
нонилфенола использовали ИФА с  иммобилиза-
цией конъюгата НФ-СИТ в лунках микропланше-
та [28]. Оптимальное разведение антисыворотки, 
1 : 10000, обеспечивало оптическую плотность 1.0 
в  отсутствие свободного гаптена. Далее в  конку-
рентном ИФА была получена зависимость сигнала 
от концентрации НФ (рис. 3). Предел обнаружения 
НФ составил 55 нг/мл, рабочий диапазон определя-
емых концентраций – от 200 до 1700 нг/мл. Таким 
образом, препараты антисыворотки и конъюгата 
гаптен-белок продемонстрировали функциональ-
ную активность. Установленные характеристики 
анализа использовались для сравнения с разраба-
тываемым методом с применением МЧ.

Синтез конъюгата МЧ с белком G и антисыво-
роткой против НФ. Используемые в данной рабо-
те магнитные частицы покрыты полимером с кар-
боксильными группами. Наличие такой модифи-
кации поверхности позволило иммобилизовать 
белок G ковалентно путем активации карбоксиль-
ных групп. Дальнейшее добавление антисыво-
ротки кролика в выбранном разведении 1 : 10000 

позволило получить реагент с направленной ори-
ентацией молекул Ig G.

Препараты были охарактеризованы методом 
просвечивающей электронной микроскопии. Со-
гласно полученным данным, средний диаметр ча-
стиц составил 286 ± 6 нм.

Выбор условий проведения ИФА с использованием 
МЧ. Для осуществления предложенной схемы ИФА 
с магнитным концентрированием было проведено 
биотинилирование полученного конъюгата НФ-
СИТ с проверкой сохранения иммунохимической 
активности. Поскольку конъюгат НФ-СИТ-био-
тин бифункционален и должен взаимодействовать 
как с иммуноглобулинами в составе антисыворот-
ки, так и со стрептавидином, то проверка заключа-
лась в тестировании данных взаимодействий. Для 
этого в лунки микропланшета с иммобилизован-
ными конъюгатами НФ-СИТ и НФ-СИТ-биотин 
(3 мкг/мл) вносили антисыворотку в разведениях от 
1 : 1000 до 1 : 1000000, а затем – антивидовые антите-
ла, меченные пероксидазой хрена, и регистрирова-
ли оптический сигнал, генерируемый ферментной 
меткой в составе иммунных комплексов. Согласно 
полученным данным, препарат НФ-СИТ до и после 
биотинилирования функционально активен (рис. 4). 
Аналогично оценивали реакционную способность 
биотина, используя конъюгат стрептавидин-перок-
сидаза хрена (СТ-ПХ). Как видно из рис. 6А, связы-
вание с биотинилированным конъюгатом наблюда-
ется при различных разведениях препарата СТ-ПХ, 
однако оптическая плотность невысока. Поэтому 
для увеличения сигнала использовали альтернатив-
ный препарат стрептавидина, меченного полипе-
роксидазой (СТ-пПХ). Замена на препарат с уве-
личенным числом ферментных меток позволила 
увеличить значение оптической плотности в 9 раз, 
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Рис. 4. Проверка сохранения иммунохимической 
активности конъюгата гаптен-белок до и после био-
тинилирования (n = 2).
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сохраняя низкий уровень неспецифического сигна-
ла (рис. 5б). Таким образом, мы подтвердили реак-
ционную способность конъюгата НФ-СИТ-биотин, 
а также выбрали необходимые разведения реаген-
тов – 1 : 1000 для СТ-пПХ и 1 : 13000 для СТ-ПХ 
(рис. 5).

Выбор концентрации конъюгата НФ-СИТ-
биотин проводили при ее варьировании от 5 до 
0.6 мкг/мл. Критерием выбора было достижение 
наиболее высокого значения оптической плотности; 
была выбрана концентрация конъюгата 5 мкг/мл 
(рис. 6).

На следующем этапе определяли оптимальную 
концентрацию иммуносорбента на основе МЧ. Для 

этого регистрировали взаимодействие полученного 
препарата в концентрациях от 250 до 9 мкг/мл с по-
ликлональными антителами козы против иммуно-
глобулинов кролика, меченными пероксидазой хре-
на. На рис. 7 представлена зависимость оптической 
плотности при 450 нм от концентрации МЧ. Была 
выбрана концентрация иммуносорбента, соответ-
ствующая ОП 1.0 (совпадающей с традиционным 
ИФА), которая составила 28 мкг/мл.

ИФА нонилфенола с магнитным концентрирова-
нием. С учетом установленных условий проведения 
ИФА с  использованием МЧ было осуществлено 
определение НФ. В связи с низкой растворимостью 
НФ в воде его растворы готовили в среде с 20%-ным 
содержанием метанола. Данная концентрация мета-
нола не приводит к инактивации антител и потере 
антигенсвязывающих свойств [29–31]. Содержание 
метанола на стадии конкуренции совпадало для 
ИФА с использованием МЧ и для традиционного 
конкурентного ИФА (рис. 3). Была получена граду-
ировочная кривая определения НФ с применением 
МЧ (рис. 8). Предел обнаружения составил 3.8 нг/мл, 
а рабочий диапазон определяемых концентраций – 
от 6.2 до 33 нг/мл (IC50 = 14.2 нг/мл). Таким обра-
зом, модификация ИФА позволила снизить предел 
обнаружения в 14.5 раз – с 55 до 3.8 нг/мл. Исполь-
зование комплексов МЧ с антителами способствует 
сохранению реакционной способности реагентов 
и концентрированию аналита, что позволяет реги-
стрировать его низкие концентрации.

Последним этапом разработки было опреде-
ление объема, из которого возможно провести 
концентрирование без потери чувствительности 
анализа. Для этой цели в различных объемах рас-
творителя (от 0.1 до 5.0 мл) были приготовлены 
пробы, содержащие равное количество НФ. Все 
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Рис. 6. Выбор оптимальной концентрации МЧ-бе-
лок G-IgG (по  концентрации магнитных частиц) 
(n = 3).

Рис. 5. Проверка связывания биотин-стрептавидин 
в препарате НФ-СИТ-биотин и выбор концентра-
ций конъюгата СТ-ПХ (А) и СТ-пПХ (Б) (n = 2).
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стадии анализа с  выбранными концентрациями 
реагентов проводили в малом объеме (30 мкл), за 
исключением стадии конкуренции. Согласно по-
лученной зависимости от объема пробы (рис. 9), 
максимальный оптический сигнал достигается при 
концентрировании пробы из 0,5 мл. Таким обра-
зом, применение модифицированных магнитных 
частиц позволяет сконцентрировать пробу в 17 раз, 
что имеет большое значение для проб, содержащих 
следовые количества аналита.

Представленный в данной работе подход инте-
ресен по нескольким причинам. Проведение ана-
лиза в  микропробирках минимизирует неспец-
ифические взаимодействия НФ по сравнению 
с микропланшетами различной сорбционной ем-
кости. Направленное ориентирование иммуногло-
булинов сыворотки кролика при взаимодействии 
их Fc-фрагментов с  белком G позволяет более 
эффективно проводить конкурентное взаимодей-
ствие с НФ – свободным либо в составе конъюга-
та гаптен-белок. Использование высокоаффинно-
го взаимодействия биотин-стрептавидин, а также 
полипероксидазы обеспечивает снижение преде-
ла обнаружения искомого аналита. Достигнутые 
значения предела обнаружения НФ соответствуют 
установленным нормам по его содержанию в воде 
[12], что доказывает пригодность данного подхо-
да для определения практически востребованных 
низких концентраций НФ. И, наконец, примене-
ние МЧ в качестве носителей иммунных комплек-
сов обеспечивает концентрирование разбавленных 
проб и выявление следовых количеств НФ.
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Development of Microplate Immunoenzyme Determination of Nonylphenol 
with Magnetic Sample Concentration

A. N. Berlinaa, L. V. Barshevskayaa, K. V. Serebrennikovaa, N. S. Komovaa,  
A. V. Zherdeva, and B. B. Dzantieva, *

aBach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences,  
119071 Moscow, Russia 

*e-mail: dzantiev@inbi.ras.ru

Nonylphenol is an aromatic organic compound that has an estrogen-like effect and has a negative effect 
on the human endocrine system. A method has been developed for the competitive determination of 
nonylphenol using magnetic particles, rabbit antiserum, nonylphenol conjugate with soybean trypsin 
inhibitor (STI) and biotin. The principle of the analysis is the formation of immune complexes on 
the surface of magnetite particles due to covalent immobilization of protein G through the oriented 
immobilization of polyclonal antibodies from rabbit serum during a competitive reaction between the 
free analyte (nonylphenol) and the bound one (as part of the nonylphenol-STI-biotin conjugate) for the 
binding sites of specific antibodies. The detection of formed immune complexes is proposed to be carried 
out using a streptavidin-polyperoxidase conjugate, which makes it possible to achieve a nine-fold gain in 
the level of the analytical signal. The developed ELISA using magnetite particles allows us to achieve a 
detection limit of nonylphenol at the level of 3.8 ng/ml, which is 14.5 times lower in comparison with the 
classical competitive ELISA (55 ng/ml). Based on the results of the experimental work, the optimized 
volume of the test sample was 500 μl, which makes it possible to concentrate low-contaminated samples 
by 17 times.

Keywords: nonylphenol, enzyme immunoassay, magnetite nanoparticle, magnetic concentration


