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Полярная или белая сова
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НАНОЧАСТИЦЫ ДЛЯ ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО АНАЛИЗА  

С ВРЕМЕННЫМ РАЗРЕШЕНИЕМ 
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2 Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия 

Цель. Разработка наночастиц для флуоресцентного анализа с временным разреше-

нием на основе бычьего сывороточного альбумина (БСА) и п-толуилпировиноградной 

кислоты (ТПК) 

Материалы и методы. Флуоресцентные наночастицы синтезировали методом ре-

преципитации, добавляя спиртовый раствор ТПК к раствору БСА при перемешивании в 

присутствии катионов европия. Полученные наночастицы функционализировали стрепта-

видином при помощи глутарового альдегида. Фунциональную активность наночастиц те-

стировали при помощи твердофазного флуоресцентного анализа с временным разрешени-

ем (λex = 350 нм, λem = 620 нм, время задержки – 100 мс). 

Результаты. Средний размер наночастиц составил около 220-230 нм. Фунционали-

зированные стрептавидином наночастицы стабильны в нейтральном фосфатном буфере. 

Применение флуоресцентных наночастиц позволяет осуществлять детекцию биотинили-

рованного БСА в концентрации 1 мкг/мл. 

Заключение. 

Был разработан подход к синтезу флуоресцентных наночастиц, содержашие в сво-

ем составе ТПК, БСА и катионы европия. Синтезированные наночастицы обладают спо-

собностью к длительной флуоресценции с узким пиком эмиссии (максимум 620 нм), ха-

рактерным для хелатов европия. Использованная в работе технология функционализации 

наночастиц позволяет создавать флуоресцентные конъюгаты с другими распознающими 

молекулами, в частности моноклональными антителами. 

Ключевые слова: флуоресценция, европий, наночастицы.  

 

 

P.V. Khramtsov1, M.D. Kropaneva2, M.B. Rayev2 

NANOPARTICLES FOR FLUORESCENT ASSAY WITH TIME RESOLUTION 

1 Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia 
2 Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia 

 

Goal. Development of nanoparticles for time-resolved fluorescence analysis based on bo-

vine serum albumin (BSA) and p-toluyl pyruvic acid (TPC) 

Materials and methods. Fluorescent nanoparticles were synthesized by nanoprecipitation 

by adding an alcohol solution of TPC to the BSA solution during mixing in the presence of euro-

pium cations. The resulting nanoparticles were functionalized with streptavidin using glutaralde-

hyde. The functional activity of nano-particles was tested using solid-phase fluorescence analysis 

with a time resolution (λex = 350 nm, λem = 620 nm, delay time-100 ms). 

Results. The average size of the nanoparticles was about 220-230 nm. Streptavidin-

synthesized nanoparticles are stable in a neutral phosphate buffer. The use of fluorescent nano-

particles allows the detection of biotilinated BSA at a concentration of 1 microgram / ml. 

Conclusion. An approach to the synthesis of fluorescent nanoparticles containing TPC, 

BSA and europium cations was developed. The synthesized nanoparticles are capable of long-

term fluorescence with a narrow emission peak of 620 nm, which is typical for europium che-
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lates. The nanoparticle functionalization technology used in this work allows us to create fluo-

rescent conjugates with other recognizing molecules, in particular monoclonal antibodies. 

Keywords: fluorescence, europium, nanoparticles. 

 

 

Введение 

Флуоресценция является физическим феноменом, который нашел при-

менение в различных областях биомедицины. Флуоресцентные белки ис-

пользуются для оценки экспрессии генов; антитела, меченные органическими 

флуорофорами, являются основой технологии проточной цитометрии, а так-

же широко применяются в медицинской визуализации как in vitro, так и in 

vivo. Весьма перспективно использование флуоресцентных меток и в клини-

ческой лабораторной диагностике при постановке анализов на онкомаркеры, 

аллергены, аутоантитела и др. [1]. 

Способностью к флуоресценции обладают многие молекулы, характер-

ные для живых организмов, а именно ароматические аминокислоты, нуклео-

тиды, пигменты [2]. Аутофлуоресценция клеток и тканей живых организмов 

является одним из источников ошибок при проведении исследований с ис-

пользованием флуоресцентных меток. Для преодоления этого препятствия 

используют различные подходы, например, синтезируют молекулы, испус-

кающие излучение в ближнем ИК-диапазоне, где аутофлуоресценция тканей 

минимальна [3]. Существуют флуорофоры, способные к так называемой ап-

конверсии, когда длина волны эмиссии меньше, чем длина волны возбужде-

ния, что нехарактерно для флуоресцирующих молекул живых организмов и 

традиционных органических флуорофоров [4]. Кроме того, некоторые веще-

ства обладают свойством к очень длительной флуоресценции, которая длить-

ся сотни микросекунд, в то время как продолжительность аутофлуоресцен-

ции не превышает нескольких микросекунд [5]. 

Способностью к длительной флуоресценции обладают редкоземельные 

металлы (лантаниды): европий, тербий, самарий, диспрозий и др. Коэффици-

ент молярной экстинкции катионов этих металлов чрезвычайно мал, вслед-

ствие чего сами по себе они не способны к яркой флуоресценции. Для того, 

чтобы эффективно использовать их в качестве флуорофоров необходимы так 

называемые молекулы-антенны, которые эффективно поглощают излучение 

определенной длины волны и передают его катионам лантанидов [6]. Зача-
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стую, в качестве молекул-антенн выступают вещества, которые способны, с 

одной стороны, выступать в качестве антенн, а с другой – прочно связывать 

(хелатировать) катионы лантанидов. В клинической лабораторной диагно-

стике большую перспективу имеет применение наночастиц, содержащих в 

своем составе многочисленные комплексы «антенна-катион лантанида 

(La3+)». Эти наночастицы могут быть использованы для разработки систем 

лабораторной диагностики и медицинской визуализации. Как правило, син-

тез таких наночастиц требует химической модификации молекул-антенн, 

благодаря чему они могут прикрепляется к поверхности наночастиц или вза-

имодействовать с молекулами, образующими их матрикс (например, оксида-

ми кремния) [7-9].  

В настоящей работе приставлен простой метод синтеза наночастиц, со-

держащих флуоресцирующие комплексы молекул-антенн и катионов евро-

пия. Основой метода является так называемая реприципитация: образование 

наночастиц при добавлении вещества в плохой растворитель (воду) [9, 10]. 

Стабилизатором наночастиц в водном растворе служит бычий сывороточный 

альбумин. В качестве молекулы-антенны и хелатора впервые была использо-

вана п-толуилпировиноградная кислота. 

Материалы и методы 

Реактивы: бычий сывороточный альбумин (БСА) «VWR» (США), 

стрептавидин «Prospec Bio» (Израиль), глутаральдегид (50%), хлорид натрия, 

гидрофосфат натрия, дигидрофосфат натрия, гидроксид натрия, глицерин, 

твин-20, азид натрия «ITW Reagents» (США), казеин, хлорид европия шести-

водный, N-гидроксисукцинимидный эфир аминокапроилбиотина «Sigma Al-

drich» (США), п-толуилпировиноградная кислота (ТПК), синтезированная на 

кафедре органической химии Пермского государственного национального 

исследовательского университета b любезно предоставленная сотрудником 

кафедры Екатериной Степановой (рис. 1). 

 

Рис. 1. Структура п-толуидилпировиноградной кислоты. 
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Приборы: планшетный флуориметр Synergy H1 «BioTek Instruments» 

(США), спектрофотометр Shimadzu UV-VIS UVmini 1240 (Япония), ультра-

звуковой дезинтегратор VCX 130 «Sonics & Materials» (США), анализатор 

частиц Malvern ZetaSizer NanoZS (Великобритания), промыватель планшетов 

Stat Fax 2600 «Awareness Technology» (США). 

Буферные растворы: 0,15М раствор NaCl, забуференный 0,015М Na-

фосфатами, содержащий 0,1% NaN3 рН 7,25 (ФБ), ФБ +0,1%Tween 20 (ФБТ), 

ФБТ+2% казеин+1% БСА (ФБТК). Все растворы, использованные в работе 

приготовлены на деионизированной воде. 

Синтез наночастиц БСА/ТПК/Eu3+ 

Количественные соотношения ТПК и Eu3+ были взяты из статьи [11]. К 

90 мл воды последовательно добавляли 10 мл водного раствора EuCl3 (3,6 

мг), 1 мл водного раствора БСА (75 мг) и 10 мл раствора ТПК (6 мг) в 96%-

ном этаноле. Растворы добавляли быстро, при интенсивном перемешивании 

на магнитной мешалке (1000 об/мин), размер магнитного якоря совпадал по 

длине с диаметром стакана, в котором производили смешивание. После 16 

часов перемешивания при комнатной температуре смесь центрифугировали в 

течение 20 мин при 10000 g. Супернатант удаляли, к осадку добавляли 4 мл 

воды, после чего смесь обрабатывали ультразвуком в течение 1 мин (60% 

усиления, диаметр зонда – 3 мм). Синтезированные наночастицы хранили 

при +4 °С. 

Конъюгирование наночастиц БСА/ТПК/Eu3+ со стрептавидином (Стр) 

К 2 мл 25%-ного раствора глутарового альдегида (рН 7,3) в ФБ добав-

ляли 2 мл суспензии наночастиц БСА/ТПК/Eu3+ при интенсивном перемеши-

вании. Смесь инкубировали при комнатной температуре 30 мин при переме-

шивании на роторном смесителе (5 об/мин). При помощи центрифугирования 

при 20000 g в течение 30 мин (3 цикла) наночастицы осаждали и отмывали 

ФБ от избытка альдегида. Наночастицы ресуспендировали в 2 мл ФБ, после 

чего к 1 мл суспензии наночастиц добавляли 50 мкл Стр (10 мг/мл) в ФБ. 

Смесь инкубировали при комнатной температуре 30 мин при перемешивании 

на роторном смесителе (5 об/мин), затем добавляли 10 мкл 0,6 М раствора 

глицина в воде и инкубировали смесь еще полчаса. Наночастицы отмывали 

от избытка Стр так же, как и от глутаральдегида. БСА/ТПК/Eu3+/Стр ресу-

пендировали в 0,5 мл ФБ при помощи ультразвука. В качестве стабилизатора 
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добавляли БСА до 1%. 

Прямая детекция биотинилированного БСА при помощи планшетного 

флуоресцентного анализа 

В ячейки 96-луночных планшетов из черного полистирола добавляли 

по 100 мкл биотинилированного БСА (биБСА) в концентрациях от 100 

мкг/мл до 1 нг/мл. Для разведения биБСА использовали 0,05 М карбонатный 

буфер, рН 9,6. В часть лунок добавляли БСА в концентрации 100 мкг/мл в 

том же буфере. Планшеты инкубировали 2 часа в термостате при +37°С. 

Лунки планшетов промывали трехкратно 300 мкл ФБТ, затем в них добавля-

ли 200 мкл ФБТК и инкубировали в термостатируемом шейкере при +37°С 

(100 об/мин), после чего планшеты промывали ФБТ, а в лунки добавляли 

БСА/ТПК/Eu3+/Стр, разведенный в ФБТК 1:5, 1:10 и 1:100. После часа инку-

бации в шейкере при 37°С (100 об/мин) планшеты промывали ФБТ, в лунки 

добавляли по 100 мкл воды. Интенсивность флуоресценции регистрировали, 

используя следующие настройки прибора: λex = 350 нм, λem = 620 нм, время 

задержки считывания – 100 мс, усиление – 200 у.е. 

Определение размеров наночастиц 

В пластиковых кюветах разводили наночастицы в ФБ 1:350, измерения 

проводили на анализаторе частиц Malvern ZetaSizer NanoZS (Великобрита-

ния) в трех повторностях. Результаты выражали как значение наибольшего 

пика интенсивности светорассеяния. 

Результаты и обсуждение 

Репреципитация является простым способом синтеза наночастиц. Ранее 

L.Y. Mironov et al. [11] синтезировали наночастицы, состоящие из комплек-

сов катионов европия с бета-дикетонами. В качестве стабилизатора наноча-

стиц они использовали детергент тритон Х-100. Мы синтезировали флуорес-

центные наночастицы по схожей методике, однако стабилизатором служил 

БСА. Это связано с тем, что данный белок имеет гидрофобные участки, при 

помощи которых он может адсорбироваться на поверхности гидрофобных 

агрегатов, а также несет несколько десятков доступных для конъюгирования 

аминогрупп. Эти аминогруппы и были использованы нами для пришивки 

стрептавидина, который играл роль модельной распознающей молекулы. 

Синтезированные наночастицы имели размеры порядка 220-230 нм, 

индекс полидисперсности составил 0,26 (рис. 2). Стоит отметить, что в от-

сутствие БСА происходило формирование крупных, видимых глазу агрега-
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тов, которые невозможно было разбить при помощи ультразвуковой обра-

ботки.  

 

Рис. 2. Суспензия наночастиц БСА/ТПК/Eu3+. 

 

Наночастицы БСА/ТПК/Eu3+ сохраняли свои свойства при хранении в 

течение месяца. Ширина спектра флуоресценции составляла от 610 до 630 

нм, пик эмиссии составил 620 нм (при длине волны возбуждения 350 нм), что 

характерно для катионов европия (рис. 3). 

Д л и н а  в о л н ы , н м

Ф
л

у
о

р
е

с
ц

е
н

ц
и

я
, 

у
.е

.

5 0 0 5 5 0 6 0 0 6 5 0 7 0 0 7 5 0
0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

Д л и н а  в о л н ы , н м

Ф
л

у
о

р
е

с
ц

е
н

ц
и

я
, 

у
.е

.

2 0 0 2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0
0

2 0 0 0 0

4 0 0 0 0

6 0 0 0 0
 e x= 3 5 0  н м  em = 6 2 0  н м

 

Рис. 3. Спектры эмиссии (слева) и возбуждения (справа) наночастиц 

БСА/ТПК/Eu3+. 

 

Наночастицы БСА/ТПК/Eu3+ были функционализированы стрептавиди-

ном с использованием глутаральдегида в качестве сшивающего агента. Синте-

зированные таким образом БСА/ТПК/Eu3+/Стр были использованы в качестве 

диагностического реагента в твердофазном флуоресцентном анализе. На по-
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верхность лунок иммунологических планшетов сорбировали биБСА, далее 

осуществляли его прямую детекцию. Была выявлена прямая зависимость меж-

ду концентрацией биБСА и интенсивностью флуоресценции (рис. 4). 
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Рис. 4.  Зависимость флуоресценции (λex = 350 нм, λem = 620 нм, время 

задержки – 100 мс) от концентрации биБСА в твердофазном 

флуоресцентном анализе с использованием БСА/ТПК/Eu3+/Стр в 

трех различных разведениях. 

 

Заключение 

Нами разработан метод синтеза флуоресцентных наночастиц, содер-

жащих в своем составе ТПК, БСА и катионы европия. Синтезированные на-

ночастицы обладают способностью к длительной флуоресценции с узким пи-

ком эмиссии (максимум 620 нм), характерным для хелатов европия. Исполь-

зованная в работе технология функционализации наночастиц позволяет со-

здавать флуоресцентные конъюгаты с другими распознающими молекулами, 

в частности моноклональными антителами. 

(Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Калининградской 

области в рамках научного проекта № 19-415-393005) 
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