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Аннотация. Использование в иммунохроматографическом анализе (ИХА) спектроскопии гигантско-
го комбинационного рассеяния (ГКР) обеспечивает интеграцию экспрессности, простоты и специ-
фичности иммуноанализа с высокой чувствительностью и точностью регистрации ГКР. Разработана 
иммунохроматографическая тест-система для определения антимюллерова гормона (АМГ) — марке-
ра овариального резерва у женщин репродуктивного периода. ИХА реализован в сэндвич-формате, 
в котором молекулы АМГ, содержащиеся в тестируемой пробе, взаимодействуют с парой монокло-
нальных антител, распознающих разные эпитопы антигена, и образуют комплексы антитело, иммоби-
лизованное на мембране иммунохроматографической тест-полоски — АМГ — меченое антитело. 
Для мечения антител были применены биметаллические золото-серебряные наночастицы структуры 
ядро–оболочка, модифицированные ГКР-активной молекулой-репортером. Определены размерные 
характеристики наночастиц, условия их конъюгирования с антителами и проведения ИХА, обеспе-
чивающие достижение минимального предела обнаружения АМГ. Разработанный ИХА-ГКР харак-
теризовался пределом обнаружения 0,15 нг/мл и рабочим диапазоном 4,7–29,5 нг/мл, удовлетворяя 
практическим требованиям диагностики. Аналитическая система успешно применена для тестирова-
ния сыворотки крови.1
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Abstract. The use of surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) in immunochromatographic analysis (ICA) 
provides integration of rapidity, simplicity and specificity of immunoassay with high sensitivity and accuracy 
of SERS registration. An immunochromatographic test system has been developed for determination of 
anti-Müllerian hormone (AMH), a marker of ovarian reserve in women of reproductive age. ICA is implemented 
in a sandwich format, in which AMH molecules contained in the tested sample interact with a pair of 
monoclonal antibodies recognizing different epitopes of the antigen and form complexes (antibody immobilized 
on the membrane of the immunochromatographic test strip) — AMH — labeled antibody. Bimetallic gold-silver 
nanoparticles of the core-shell structure, modified with a SERS-active reporter molecule, were used for 
labeling antibodies. Size characteristics of nanoparticles, conditions of their conjugation with antibodies and 
ICA implementation, ensuring achievement of the minimum detection limit of AMH, were determined. The 
developed ICA-SERS was characterized by a detection limit of 0.15 ng/mL and a working range of 4.7–29.5 ng/
mL, satisfying practical diagnostic requirements. The analytical system has been successfully applied to testing 
blood serum.
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ВВЕДЕНИЕ
Антимюллеров гормон (АМГ) представляет со-

бой димерный гликопротеин с молекулярной мас-
сой 140 кДа, относящийся к семейству бета-транс-
формирующих факторов роста [1]. У женщин АМГ 
вырабатывается в небольших количествах грану-
лезными клетками яичников в период от рождения 
до менопаузы, а затем его уровень становится 
неопределяемым [2]. Секреция АМГ не зависит 
от других гормонов, в частности гонадотропинов. 
Кроме того, гормон экспрессируется на постоян-
ном уровне независимо от фазы менструального 
цикла. Перечисленные свойства АМГ обуславли-
вают перспективность его применения в качестве 
биомаркера для достоверной оценки овариального 
резерва женщины [3, 4]. Помимо этого, мони-
торинг уровня АМГ позволяет контролировать 
эффективность вспомогательной репродуктивной 
терапии [5, 6].

Наиболее распространенными методами кон-
троля содержания АМГ в крови являются имму-
ноферментный анализ и хемилюминесцентный 
иммуноанализ [7–9]. Однако, несмотря на высокую 
точность, достоверность и широкий диапазон изме-
рений, необходимость в лабораторном оборудова-
нии и квалифицированном персонале, трудоемкость 
и продолжительность тестирования ограничивают 
широкое применение этих методов. Кроме того, 
отмечается низкая стабильность АМГ при хранении 
и транспортировке биопроб, которая может влиять 
на измеренные значения АМГ в сыворотке [10–12]. 
В этой связи сохраняется актуальность разработки 
новых платформ иммуноанализа, объединяющих 
следующие свойства: отсутствие необходимости в 
сложных/дорогостоящих приборах; применение 
лиофилизированных стабильных реагентов; про-
стая процедура тестирования с возможностью его 
автономного проведения минимально обученными 
операторами [13, 14].

Благодаря своей простоте, быстроте и низкой 
стоимости иммунохроматографический анализ 
(ИХА) признан наиболее подходящим методом 
экспрессного выявления (на месте, у постели боль-
ного) различных биомаркеров [15, 16]. В основе 
принципа ИХА лежат высокоспецифичное взаи-
модействие антиген–антитело и аффинное разде-
ление образующихся иммунных комплексов в про-
цессе движения жидкости вдоль пористых мембран 
[17]. Наиболее часто используемой меткой в ИХА, 
обеспечивающей детектируемый сигнал, являются 
наночастицы золота благодаря их доступности, 
простоте получения конъюгатов с антителами, ста-
бильности и уникальным оптическим свойствам. 
Применение традиционного ИХА ограничивают 
низкая интенсивность колориметрического сиг-
нала, генерируемого в результате формирования 
иммунокомплекса и концентрирования наноча-
стиц золота, а также качественное или полуколи-

чественное обнаружение целевых аналитов [18, 
19]. Внимание исследователей сосредоточено на 
снижении предела обнаружения целевых соедине-
ний в ИХА и реализации количественного анализа 
с использованием новых меток [20–22] и способов 
регистрации сигнала [23–26]. 

Цель работы — разработка иммунохроматогра-
фической тест-системы для детекции антимюлле-
рова гормона с использованием биметаллических 
наночастиц в качестве нанодисперсного маркера и 
регистрации сигнала гигантского комбинационно-
го рассеяния молекулы-репортера. 

МЕТОДИКА
Реагенты и материалы. В работе использовали 

следующие реагенты: золотохлористоводород-
ная кислота (HAuCl4), цитрат натрия, желатин, 
Твин-20, биотин 3-сульфо-N-гидроксисукцини-
мид, 4-аминотиофенол, аскорбиновая кислота, 
нитрат серебра (Sigma Aldrich, США); рекомби-
нантные стрептавидин (СТР) и стрептавидин, ме-
ченный пероксидазой хрена (СТР-ПХ) («Имтек», 
Россия); 3,3|, 5,5|-тетраметилбензидин (ТМБ) (АО 
«НВО Иммунотех», Россия); диметилсульфоксид 
(ДМСО) (Merck, Германия); тиолированный по-
лиэтиленгликоль (ПЭГ-SH, 5 кДа, Abbexa, США); 
ПЭГ, содержащий ортопиридилдисульфидную 
(OPSS) группу и терминальную NHS-группу 
(OPSS-ПЭГ-NHS, 5 кДа, Creative PEGWorks, 
США); моноклональные антитела к антимюлле-
рову гормону, клоны 46сс (мАТ1) и 69сс (мАТ2), 
распознающие различные эпитопы антигена, а 
также рекомбинантный антимюллеров гормон 
(«ХайТест», Россия). Вспомогательные реагенты 
(соли, кислоты и щелочи) были аналитической или 
химической чистоты.

Иммуноферментный анализ (ИФА) проводили 
в 96-луночных прозрачных полистироловых ми-
кропланшетах Costar 9018 (Corning Costar, США). 
Для изготовления иммунохроматографических 
тест-полосок использовали два вида рабочей ни-
троцеллюлозной мембраны — CNPC-SS12 (размер 
пор — 15 мкм) и CNPH-N/90 (размер пор — 15 мкм), 
впитывающую мембрану AP-045 и пластиковую 
подложку L-P25 (Advanced Microdevices, Индия). 
Исходный раствор АМГ (50 мкг/мл) готовили в  
50 мМ цитратном буфере, рН 6,5.

Биотинилирование мАТ1. Биотинилирование 
мАТ1 проводили путем ковалентного связыва-
ния по методике, описанной в работе [27]. Для 
этого сначала мАТ1 диализовали против 50 мМ 
калий-фосфатного буфера, pH 7,4, содержащего  
100 мМ NaCl (ФБС), путем трехкратного центри-
фугирования с использованием микроцентрифуж-
ных пробирок Amicon 3K при 12 000 g и 4 °С в те-
чение 15 мин. Биотин-N-гидроксисукцинимидный 
эфир растворяли в ДМСО и добавляли к антителам  
(5 мг/мл) в 10-кратном мольном избытке и инку-



Серебренникова,  Комова и др. / Serebrennikova, Komova et al.124

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ / APPLIED BIOCHEMISTRY AND MICROBIOLOGY.     2026.     T. 62.     № 1 

бировали в течение 2 ч при комнатной температуре 
(КТ). После этого биотинилированные мАТ1 диа-
лизовали против ФБС, как описано выше. 

Иммуноферментный анализ АМГ. В лунки микро-
планшета вносили по 100 мкл мАТ2 в концентрации 
1 мкг/мл в 10 мМ ФБС и инкубировали в течение 14 
ч при 4 °С, после чего трехкратно промывали ФБС, 
содержащим 0,05 % детергента Твин-20 (ФБСТ). 
Далее в лунки добавляли по 100 мкл стандартных 
растворов АМГ в ФБСТ, содержавших 1 % жела-
тина, и инкубировали в течение 1 ч при КТ. После 
трехкратного промывания микропланшета ФБСТ 
добавляли по 100 мкл биотинилированных мАТ1 
в концентрации 1 мкг/мл в ФБСТ, содержавших  
1 % желатина, и инкубировали в течение 1 ч при КТ. 
После трехкратной промывки ФБСТ добавляли по 
100 мкл СТР-ПХ в разведении 1 : 5000 (ФБСТ с 1 % 
желатина) и инкубировали еще 1 ч при КТ. Далее 
микропланшет промывали 3 раза ФБСТ и 1 раз 
дистиллированной водой и определяли активность 
связанной ПХ. С этой целью в лунки микропланше-
та вносили по 100 мкл раствора субстрата, содержа-
щего 0,42 мM TМБ и 1,8 мM H2O2 в 0,1 M цитратном 
буфере, pH 4,0, и инкубировали при КТ в течение 
15 мин. Реакцию останавливали добавлением 1,0 
M H2SO4 по 50 мкл в лунку и после этого измеряли 
оптическую плотность продукта реакции при 450 нм 
(ОП450) с помощью микропланшетного фотометра 
Zenyth 3100 (Anthos Labtec Instruments, Австрия).

Синтез и характеристика биметаллических на-
ночастиц структуры ядро–оболочка. Наночастицы 
золота (НЧЗ) получали путем восстановления 
золотохлористоводородной кислоты цитратом на-
трия по методике, описанной в работе [28]. К 100 
мл кипящего 0,01%-ного раствора HAuCl4 добавля-
ли 2 мл 1%-ного цитрата натрия и выдерживали 15 
мин при 100 ˚С. После этого раствор охлаждали и 
хранили при 4–6 ˚С.

Полученный препарат НЧЗ модифицировали 
Рамановской репортерной молекулой (РМ) — 
4-аминотиофенолом. Для этого к 10 мл НЧЗ добав-
ляли 10 мкл 0,2 мМ раствора РМ и инкубировали в 
течение 14 ч при КТ и постоянном перемешивании. 

Для получения НЧЗ, покрытых серебряной 
оболочкой (НЧЗ-РМ-Ag), адаптировали мето-
дику, описанную в работе [29]. К 5 мл НЧЗ-РМ 
([Au]0≈0,25 мМ) добавляли 25 мкл 0,1 М аскорби-
новой кислоты и выдерживали при 30 °С в течение 
2 мин. Затем в смесь по каплям добавляли 125 мкл 
10 мМ AgNO3 и оставляли на 1 ч при перемешива-
нии. После этого НЧЗ-РМ-Ag центрифугировали 
при 8000 g и перерастворяли в воде.

Характеристику НЧЗ и НЧЗ-РМ-Ag прово-
дили методами абсорбционной спектроскопии, 
динамического светорассеяния и просвечивающей 
электронной микроскопии (ПЭМ). Спектры по-
глощения измеряли на спектрофотометре UV-2450 
(Shimadzu, Япония). Гидродинамические диаметры 

НЧЗ и НЧЗ-РМ-Ag определяли методом динами-
ческого рассеяния света на приборе Zetasizer Nano 
ZSP (Malvern, Великобритания). Для получения 
микрофотографий с помощью электронного ми-
кроскопа JEM-100C (Jeol, Япония) растворы НЧЗ 
и НЧЗ-РМ-Ag наносили на сеточки (300 меш.), по-
крытые пленкой-подложкой из поливинилформаля, 
растворенного в хлороформе. Получаемые изобра-
жения анализировали с использованием программы 
Image Tool (Научный центр здоровья при Техасском 
Университете в Сан-Антонио, США).

Получение конъюгата НЧЗ-РМ-Ag с антителами. 
Ковалентную иммобилизацию мАТ1 на поверхно-
сти НЧЗ-РМ-Ag проводили следующим образом. К 
500 мкл мАТ1 с концентрацией 100 мкг/мл в ФБС 
добавляли 10 мкл водного раствора OPSS-ПЭГ-
NHS с концентрацией 2 мг/мл. Смесь инкубировали  
40 мин при КТ, затем центрифугировали с исполь-
зованием микроцентрифужных пробирок Amicon 
30K при 10 000 g и 4 °С в течение 10 мин в 0,1 M 
карбонатном буфере, рН 9,6. Процедуру центрифу-
гирования повторяли 3 раза. Далее 10 мкл раствора 
модифицированных мАТ1 с концентрацией 1 мг/мл 
вносили в 1 мл НЧЗ-РМ-Ag, полученных по мето-
дике, описанной в предыдущем разделе, и инкуби-
ровали 1 ч при КТ. В полученную смесь добавляли 
20 мкл водного раствора ПЭГ-SH (1 мМ), оставляли 
еще на 20 мин и центрифугировали при 7000 g и  
4 °С в течение 10 мин. Осадок перерастворяли в воде 
и повторяли процедуру центрифугирования еще  
1 раз. Конечный осадок перерастворяли в ФБС, 
содержавшем 1 % желатина, и хранили при 4 °C.

Иммобилизацию мАТ1 на поверхности НЧЗ-
РМ-Ag путем физической сорбции проводили 
согласно следующей методике. 1 мл раствора 
НЧЗ-РМ-Ag (см. раздел «Синтез биметаллических 
наночастиц структуры ядро–оболочка») доводили 
до рН 8,5 с помощью 0,2 М K2CO3 с последующим 
добавлением мАТ1 до конечной концентрации  
15 мкг/мл. Смесь инкубировали 1 ч при перемеши-
вании и КТ, затем добавляли по 20 мкл раствора 
ПЭГ-SH (5 мг/мл) и инкубировали еще 30 мин. 
Полученный конъюгат осаждали центрифуги-
рованием при 10000 g в течение 20 мин при 4 °C, 
перерастворяли в 10 мМ ФБС, содержавшем 1% 
желатина, и хранили при 4 °C.

Изготовление иммунохроматографических тест- 
полосок. Для сборки тест-полосок использовали 
нитроцеллюлозную мембрану CNPC (СNPC-SS12) 
с размером пор 15 мкм и впитывающую мембрану 
AP-045, закрепленные на пластиковой подложке 
L-P25. Для формирования тестовой линии мАТ1 
в концентрации 0,5 мг/мл в ФБС наносили с по-
мощью диспенсера IsoFlow (Imagene Technology, 
США), режим нанесения — 1 мкл/см нитроцел-
люлозной мембраны, и высушивали в течение 
2 ч при 37 °С. После этого мультимембранный 
композит нарезали на тест-полоски шириной 4 
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мм с помощью гильотинного резака Index Cutter-1 
(A-Point Technologies, США). Готовые тест-поло-
ски хранили в пластиковом пакете с влагопоглоти-
телем при КТ.

Иммунохроматографическое определение АМГ с 
регистрацией спектров ГКР. Для проведения ИХА-
ГКР АМГ в лунки микропланшета вносили 40 мкл 
стандартных растворов/сыворотки крови (разбав-
ленной в 5 раз ФБСТ с 1% желатина) с содержани-
ем АМГ в концентрациях 0,15 – 1000 нг/мл. Далее 
в лунки вносили конъюгат НЧЗ-РМ-Ag-мАТ2 в 
объеме 0,25 – 2 мкл с оптической плотностью 4 
при длине волны, соответствующей максимуму 
поглощения. Затем тест-полоски в вертикальном 
положении погружали в раствор и через 20 мин 
детектировали колориметрический сигнал.  

После этого регистрировали ГКР спектры в 10 
точках в середине тестовой линии с использованием 
рамановского спектрометра с микроскопом NS200 
(Nanoscope Systems, Южная Корея). Все спектры 
были получены в одинаковых условиях: источник 
возбуждения с длиной волны 785 нм и мощностью 
лазера 20 %; время экспозиции составляло 20 с. Объ-
ектив 20× (NA=0,46) использовался для фокусиров-
ки лазерного пятна в тестовой области полоски.

Зависимости сигнала — интенсивности окра-
шивания или интенсивности характеристической 
полосы РМ (4-аминотиофенола) при 1077 см−1 на 
спектре ГКР — в аналитической зоне (у) от концен-
трации антигена в пробе (х) аппроксимировали с 
помощью программы Origin версии 9.0 (OriginLab, 
США) с использованием 4-параметрической сиг-
моидной функции:

y = (a − b)/[1 + (x/c)d] + b,
где a — максимальный сигнал, b — минимальный 
сигнал, c (или IC50) — точка перегиба кривой в 
полулогарифмических координатах, d — наклон 
кривой в точке c. 

Количественный предел обнаружения рассчи-
тывали с использованием критерия трех стандарт-
ных отклонений для разницы между сигналами для 
образцов, содержащих и не содержащих АМГ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика специфических реагентов. Мо-

ноклональные антитела против АМГ тестировали 
методом ИФА с целью выбора кандидатных анти-
тел, характеризовавшихся минимальным пределом 
обнаружения АМГ. Согласно полученной в ИФА 
концентрационной зависимости аналитического 
сигнала (ОП450) для лучшей пары антител (рис. 
1), предел обнаружения АМГ составил 26 нг/мл с 
рабочим диапазоном от 45 до 285 нг/мл, что сви-
детельствовало о возможности использования ан-
тител для разработки иммунохроматографического 
анализа с регистрацией спектров ГКР (ИХА-ГКР). 

Рис. 1. Зависимость оптического поглощения при 
450 нм от концентрации АМГ (отн. ед.) от концен-
трации АМГ (нг/мл), полученная в «сэндвич»-фор-
мате ИФА. Измерения выполнены в 3 повторах 
(n=3)
Fig. 1. The dependence of absorbance at 450 nm on the 
AMH concentration (ng/mL) obtained in the sandwich 
ELISA format. Measurements were performed in tripli-
cate (n=3)

В качестве плазмонного нанодисперсного марке-
ра (ГКР нанометки) использовали биметаллические 
золото-серебряные наночастицы (НЧЗ-РМ-Ag),  
модификация которых РМ, расположенной в зазо-
ре между золотым ядром и серебряной оболочкой, 
обеспечивала усиление сигнала комбинационного 
рассеяния 4-аминотиофенола [30]. Как следует 
из рис. 2а, коллоид НЧЗ, полученный методом 
цитратного восстановления, демонстрировал пик 
плазмонного резонанса при 524 нм, а согласно дан-
ным ПЭМ соответствовал наночастицам сфериче-
ской формы со средним диаметром 31,3 ± 4,9 нм  
(рис. 2б). После покрытия серебряной оболочкой 
в спектре поглощения НЧЗ-РМ-Ag наблюдали 
два пика при 378 нм и 501 нм, тогда как средний 
диаметр наночастиц, рассчитанный по результатам 
ПЭМ, составил 53,4 ± 9,2 нм. Измерения дина-
мического рассеяния света для синтезированных 
препаратов (рис. 2в) показали средние значения 
гидродинамических диаметров 35,6 ± 6,7 нм для 
НЧЗ до покрытия оболочкой и 55,4 ± 10,4 нм после 
формирования НЧЗ-РМ-Ag. 

Стоит отметить, что в препарате НЧЗ-РМ-Ag 
наблюдалось небольшое количество наночастиц 
размером менее 10 нм, образовавшихся предпо-
ложительно в результате восстановления ионов 
серебра. В ГКР спектре 4-аминотиофенола, адсо-
рбированного на поверхности НЧЗ, наблюдались 
характеристические пики при 1077 см−1 и 1585 см−1, 
соответствующие валентным колебаниям одинар-
ных связей C–S и C–С [31], интенсивность кото-
рых после покрытия ядра НЧЗ серебряным слоем 
значительно возрастала (рис. 3). 
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Рис. 2. Спектры поглощения (a), электронные микрофотографии (б) и гистограммы распределения наночастиц по 
размеру, полученные методом динамического рассеяния света (в), для препаратов НЧЗ (1) и НЧЗ-РМ-Ag (2)
Fig. 2. Absorption spectra (a), electron microphotographs (b) and histograms of the size distribution of nanoparticles obtained 
by dynamic light scattering (c) for the preparations GNP (1) and GNP-RM-Ag (2)
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Рис. 3. Спектры гигантского комбинационного рассея-
ния света НЧЗ-РМ (1) и НЧЗ-РМ-Ag (2)
Fig. 3. SERS spectra of GNP-RM (1) and GNP-RM-Ag (2)

Полученные НЧЗ-РМ-Ag конъюгировали со 
специфическими моноклональными антителами 
(мАТ1) для формирования ГКР иммунопробы. 
Иммуноконъюгаты получали методами физиче-
ской сорбции и ковалентной иммобилизации. 
Препарат, полученный физической сорбцией 
антител на поверхности НЧЗ-РМ-Ag, продемон-
стрировал высокий фоновый колориметрический 
сигнал и высокую интенсивность характеристиче-
ских пиков репортера на спектре ГКР в отсутствие 
аналита (рис. 4а), что не отвечает требованиям, 
предъявляемым к иммуноанализу в сочетании с 
ГКР детекцией. Напротив, при ковалентной им-
мобилизации антител на поверхности НЧЗ-РМ-Ag 
фоновый сигнал в отсутствие целевого аналита не 
наблюдался (рис. 4б). Для получения ГКР иммуно-
проб и их применения в ИХА-ГКР была выбрана 
методика ковалентной иммобилизации. 
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Рис. 4. ГКР спектры 4-аминотиофенола и цифровые изображения тест-полосок, полученные при проведении ИХА 
в присутствии 100 нг/мл (кривые 1) и в отсутствие (кривые 2) АМГ, с использованием иммуноконъюгатов НЧЗ-РМ-
Ag с мАТ1, иммобилизованными посредством физической адсорбции (а) и ковалентного связывания (б)
Fig. 4. SERS spectra of 4-aminothiophenol and digital images of test strips obtained during ICA in the presence of 100 ng/
ml (curves 1) and in the absence (curves 2) of AMH, using immunoconjugates of GNP-RM-Ag with mAb1 immobilized by 
physical adsorption (a) and covalent binding (b)

Разработка и апробация иммунохроматографи-
ческого анализа АМГ с регистрацией спектров ГКР. 
В работе был реализован сэндвич-формат ИХА  
(рис. 5), в котором антиген взаимодействовал с ГКР 
иммунопробой, после чего образовавшийся ком-
плекс под действием капиллярных сил мигрировал 
в тестовую зону с иммобилизованными мАТ2.  
В результате взаимодействия мАТ2 с комплексом 
антиген–ГКР иммунопроба формировался «сэн-
двич»-комплекс, который детектировали визуаль-
но в виде оранжевого окрашивания в тестовой зоне 
или на Рамановском спектрометре в виде спектров 

ГКР с характерными для 4-аминотиофенола пи-
ками. В отсутствие АМГ в пробе окрашивания и 
детектируемого сигнала ГКР в тестовой зоне не 
наблюдалось. 

С целью достижения низкого предела обна-
ружения АМГ, хорошей воспроизводимости и 
высокой интенсивности сигнала ГКР в тестовой 
зоне были оптимизированы концентрации имму-
нореагентов на рабочей мембране и в растворе, 
а также продолжительность анализа. Концен-
трацию иммобилизованных мАТ2 варьировали 
в диапазоне 0,25–1,5 мг/мл, ГКР иммунопробу 
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вносили в лунки микропланшета в диапазоне 
концентраций, соответствовавших OП501 = 2–5, 
в объемах от 0,25 до 2 мкл. Время инкубации об-
разца, содержавшего АМГ, с ГКР иммунопробой 
в лунках микропланшета до погружения тест-по-
лоски в раствор варьировали от 2 до 10 мин, а 
время инкубации тест-полоски в пробе — от 8 до 
20 мин. Установлено, что минимальный предел 

обнаружения АМГ достигался при концентрации 
мАТ2, равной 0,5 мг/мл, и объеме ГКР иммуно-
пробы с ОП501=4, равном 0,5 мкл. Оптимальная 
продолжительность взаимодействия пробы, 
содержавшей АМГ, с ГКР иммунопробой со-
ставила 5 мин, а продолжительность инкубации 
тест-полоски в растворе — 15 мин. 

Иммунохроматографическое
определение АМГ

В присутствии АМГ

В присутствии АМГ

В отсутствие АМГ

В отсутствие АМГНЧЗ–АТФ–Ag–мAT1

АМГ

мАТ2

Регистрация спектров ГКР

Лазер ГКР

Лазер
ГКР

Рис. 5. Схема ИХА АМГ с использованием биметаллических наночастиц НЧЗ-РМ-Ag и регистрацией спектров ГКР
Fig. 5. Scheme of the ICA of AMH using bimetallic nanoparticles GNP-RM-Ag and registration of SERS spectra

На рис. 6а показаны изображения тест-полосок 
после пропускания стандартных растворов АМГ в 
диапазоне концентраций от 0 до 1000 нг/мл. Пре-
дел обнаружения и рабочий диапазон определения 
АМГ составили 0,76 нг/мл и 10,2 – 213,8 нг/мл 
соответственно. Зависимость интенсивности ГКР 
сигнала при 1077 см-1 от концентрации АМГ пред-
ставлена на рис. 6б. Предел обнаружения составил 
0,15 нг/мл, а рабочий диапазон определяемых кон-
центраций — от 4,5 до 38,9 нг/мл. Таким образом, 
сравнение двух вариантов детекции сигнала пока-
зало, что регистрация спектров ГКР обеспечила 
выявление АМГ в концентрациях в 5 раз ниже.

Разработанная тест-система была апробиро-
вана в сыворотке крови человека. Тестирование 
ИХА-ГКР в пятикратно разбавленной сыворотке 
крови показало предел обнаружения АМГ 1,0 нг/
мл после цифровой обработки колориметриче-
ского сигнала (рис. 7а) и 0,6 нг/мл после реги-
страции ГКР сигнала в тестовой зоне мембран 
(рис. 7б). Таким образом, проведенная апробация 

ИХА-ГКР подтвердила возможность практиче-
ского применения разработанной тест-системы 
на основе ГКР-иммунопробы для определения 
АМГ в сыворотке крови. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана высокочувствительная иммунохро-

матографическая тест-система для определения 
АМГ, основанная на применении конъюгатов 
биметаллических золото-серебряных наночастиц 
структуры ядро–оболочка с антителами и реги-
страции связавшихся комплексов методом спек-
троскопии ГКР. Тест-система характеризовалась 
низким пределом обнаружения, равным 0,15 нг/
мл. Проведенная апробация ИХА-ГКР показала 
возможность практического применения тест-си-
стемы для определения АМГ в сыворотке крови, а 
также ее перспективность для оценки овариально-
го резерва и мониторинга эффективности репро-
дуктивной терапии у женщин. 
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Рис. 6. Зависимость интенсивности окрашивания тестовой линии (отн. ед.) от концентрации АМГ в стандартных 
растворах (а) и соответствующие изображения тест-полосок (б), зависимость интенсивности сигнала ГКР при 1077 
см-1 от концентрации АМГ в стандартном растворе, полученная с использованием НЧЗ-РМ-Ag (в)
Fig. 6. Dependence of color intensity (relative units) in the test line on the AMH concentration in standard solutions (a) and 
the corresponding images of test strips (b), dependence of the SERS signal intensity at 1077 cm-1 on the AMH concentration 
in the standard solution, obtained using GNP-RM-Ag (c)

Рис. 7. Зависимость интенсивности окрашивания тестовой линии от концентрации АМГ, полученная в 5-кратно 
разбавленной сыворотке крови (n = 3) (а) и соответствующие изображения тест-полосок (б); ГКР спектры  (в) и 
зависимость интенсивности сигнала ГКР при 1077 см-1 от концентрации АМГ в 5-кратно разбавленной сыворотке 
крови (г)
Fig. 7. Dependence of color intensity in the test line on the AMH concentration obtained in 5-fold diluted blood serum  
(n = 3) (a) and the corresponding images of the test strips (b); SERS spectra (c) and the dependence of the SERS signal inten-
sity at 1077 cm-1 on the AMH concentration in 5-fold diluted blood serum (d)
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