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ПОЛУЧЕНИЕ КОНЪЮГАТОВ АНТИТЕЛ И ЗОЛОТЫХ НАНОЧАСТИЦ
ДЛЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКОМ

АНАЛИЗЕ
Құдайбергенова Э.Б.

Традиционные методы анализа, хотя и обеспечивают высокую
чувствительность, сопряжены с использованием дорогого стационарного
оборудования и длительными процедурами пробоподготовки. В связи с этим
крайне актуально создание иммунохимических методов (ИХА), которые
сочетают  экспрессность, низкую стоимость и простоту применения.

В связи с этим целью данного исследования является отработка способов
синтеза основного компонента ИХА – конъюгатов антител и наночастиц
коллоидного золота (КЗ) для определения возбудителя  туберкулеза
(Mycobacterium bovis).

В работе были использованы: поликлональные антитела (ПКА) кролика
специфические к M. bovis, коллоидное золото с диаметром наночастиц 20 нм
(Sigma), бычий сывороточный альбумин (БСА) (Sigma), Tris-HCl буфер.

Для приготовления конъюгатов антител и наночастиц коллоидного золота
использовали 2 метода.

Приготовление коньюгата по первому методу. pH раствора КЗ доводили
карбонатом калия до 8.5, после чего последовательно добавляли растворы
антител и БСА в 10 мМ трис-буфере, pH 8.5. После инкубации в течение 30 мин
проводили очистку полученного конъюгата от неадсорбировавшихся антител
трехкратным центрифугированием при 10.000 об/мин в течение 30 мин.

Приготовление коньюгата по второму методу. ПКА растворяли в 5мМ
sodium borate buffer pH 9.0, затем этот раствор добавляли к раствору КЗ (pH 7.0).
После этого перемешивали 30 минут и добавляли 5% БСА в 5мМ NaCl. Далее
центрифугировали при 14000 оборотов в минуту в течение 30 минут. Осадок
растворяли в буфере 1%-го БСА в 49мМ Na2HPO4.

Приготовленные препараты сперва проверяли на антиген в ДОТ
иммуноанализе, в результате было определено, что приготовленный конъюгат по
1 методике определяет антиген в концентрации 3 мкг/мл, а конъюгат по 2
методике в концентрации 62,5 мкг/мл.

В результате проведенных работ были получены две серии
конъюгированных препаратов, и была определена их чувствительность.
Конъюгат, приготовленный по первой методике, обладает более высокой
чувствительностью, чем второй конъюгат и в дальнейшем будет использован в
создании ИХА для диагностики туберкулеза.
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