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Введение. Лихорадка денге (ЛД) относится 
к группе арбовирусных инфекций, передаю-
щихся животным и человеку через укусы кро-
вососущих насекомых, проявляется как острое 
трансмиссивное вирусное заболевание  [1]. За-
возные случаи инфицирования людей в Россий-
ской Федерации исчисляются десятками в год. 
Быстрая и точная диагностика лихорадки денге 
значительно снижает риск осложнений. В пери-
од от 3–9 дней после укуса ко ма ра-пе ре нос чика 
вирионы, неструктурный белок вируса NS1, 
другие антигены вируса денге (ВД) вызывают 
активацию воспалительных цитокинов и могут 
быть выявлены в клеточных культурах, в крови 

и сыворотке крови с помощью иммунофермент-
ного анализа, им му но бло та или им му но хро ма-
то гра фии [2]. ИХТ для выявления антигенов ВД, 
позволяют проводить одностадийный анализ 
за 15 мин со специфичностью 90–100%, диагно-
стической чувствительностью 45–80% в объеме 
150 мкл сыворотки, плазмы или цельной крови 
пациентов [3, 4].

Целью работы было создание ИХТ для выяв-
ления антигенов ВД, в котором для повышения 
аналитической чувствительности выявления, 
по сравнению с традиционными ИХТ, применен 
прием усиления серебром (silver enhancement), 
ранее описанный в литературе для выявления 
вирусов растений [5, 6].

Материалы и методы. Для построения ИХТ 
применяли иммуноглобулин IgG поли-денге, 
выделенный из асцитной иммунной жидкости 
мышей на протеин А-сефарозе против 4-х серо-
типов ВД. В качестве иммуногенов использова-
ли смесь антигенов ВД различных серотипов: 
тип I – Hawaii, тип II – Ngc, тип III – H-87, тип 
IV – H-24. Антигены были приготовлены мето-
дом сахарозо-ацетоновой экстракции из мозга 
белых мышей, инфицированных ВД. Паспор-
тизованные антитела и антигены ВД получены 
из лаборатории арбовирусов ФГБУ «ФНИЦЭМ 
им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России.
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Краткие сообщения800

Для усиления чувствительности ИХТ при-
меняли нитрат серебра (ч) и гидрохинон (хч), 
Россия. Проявляющую смесь готовили, сме-
шивая равные объемы 0,3% водного раствора 
AgNO3 с 3% гидрохиноном, приготовленном 
на 0,5 М цитратном буфере рН 4,0. Конструк-
ция ИХТ, получение наночастиц коллоидного 
золота (НКЗ), конъюгатов с антителами, состав 
буфера для проведения анализа были подробно 
описаны нами ранее [7].

Иммунохроматографию смеси антигенов ВД 
проводили следующим образом: 140 мкл ис-
следуемой пробы помещали в лунку планшета 
для проведения иммуноферментного анализа, 
затем опускали в нее ИХТ впитывающей под-
ложкой вниз. Регистрировали результат по по-
явлению окрашенных в вишневый цвет полос 
на аналитической мембране визуально спустя 
25 мин. Определяли интенсивность окрашива-
ния аналитической зоны ИХТ на анализаторе 
иммунохроматограмм «Рефлеком» (НТЦ «Ком-
понент», Россия). Усиливали интенсивность 
и контраст аналитической и контрольной зоны 
теста путем добавления проявляющей смеси, 
содержащей нитрат серебра и гидрохинон. Для 
этого аналитическую мембрану с аналитической 
и контрольной зонами отсоединяли от других 
подложек, три раза промывали струей деиони-
зованной воды. Остатки воды удаляли фильтро-
вальной бумагой, затем мембрану располагали 
на горизонтальной поверхности, и увлажняли 
40 мкл проявляющей смеси. Через 5 мин про-
являющую смесь удаляли фильтровальной бу-
магой и наносили 20 мкл 25% водного раствора 
тиосульфата натрия. Через 5 мин избыток рас-
твора тиосульфата натрия удаляли фильтро-
вальной бумагой, результат оценивали визуаль-
но и с помощью видеоцифрового анализатора. 
Все инкубации на стадии усиления проводили 
в темноте, прикрывая аналитическую мембрану 
светонепроницаемой крышкой.

Результаты и обсуждение. При проведении им-
мунохроматографии вирусные антигены ВД свя-
зываются с антителами конъюгата НКЗ и током 
элюирующего буфера переносятся по аналитиче-
ской мембране к аналитической и контрольной 
зонам ИХТ. В аналитической зоне, в силу спец-
ифического иммунного взаимодействия, обра-
зуется окрашенный НКЗ «сэндвич», состоящий 
из конъюгата, антигенов ВД и адсорбированных 
на мембране антител к ним. Избыток конъюга-
та, в контрольной зоне теста образует иммунный 
комплекс с козьими антимышиными антите-

лами, также образуя окрашенную зону. Стадия 
усиления серебром заключается в образовании 
оболочки атомов серебра вокруг НКЗ в аналити-
ческой и контрольной зонах теста. НКЗ являются 
центрами конденсации атомов серебра, которые 
образуются при восстановлении нитрата серебра 
гидрохиноном в условиях контролируемого рН. 
Вишневый цвет аналитической и контрольной 
зон теста изменяется на тёмный, указывающий 
на осаждение металлического серебра. Из-за 
увеличения контраста между линиями иммунох-
роматограммы и мембраной чувствительность 
визуального выявления антигенов ВД увели-
чилась в 10 раз, т. е. после стадии усиления се-
ребром достоверно выявляются концентрации 
антигенов ВД соответствующие 5х103 БОЕ/мл 
(типы I–III), 5х102 БОЕ/мл (тип IV). Приборная 
чувствительность выявления антигенов ВД после 
стадии обычной иммунохроматографии соста-
вила 5х103  БОЕ/мл, а после стадии усиления се-
ребром возросла в 25 раз и составила 200 БОЕ/ мл 
(типы вируса I–III).

Описанный в настоящей работе прием уси-
ления чувствительности выявления антигенов 
ВД с помощью солей серебра может быть при-
менен не только при анализе биологических 
жидкостей человека, но и при анализе образцов, 
взятых из внешней среды, например при отлове 
кровососущих насекомых, с целью выявления 
переносчиков вирусной инфекции.

Работа была выполнена в рамках государ-
ственного контракта ГК 42.147.8.0 с ФМБА 
России. Авторы работы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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An immunochromatographic test (ICT) was developed based on colloidal gold nanoparticles (GNP) and 
polyclonal mouse antibodies against dengue virus (DV) I–IV serotypes. Sensitivity of the ICT in the case of 
visual registration was 5x104 PFU/ ml (virus types I–III), 5x103 PFU/ml (type IV). To increase the sensitiv-
ity, a method is used to enhance the contrast of the analytical and control zones of the ICT with silver nano-
particles. Silver enhancement with visual registration gives a 10-fold increase in sensitivity in comparison 
with the test based on GNP, and in case of instrumental detection, ICT sensitivity increase up to 200 PFU/
ml (types of virus I–III). The developed ICT can be used to detect antigens of DV in human biological fl uids 
in order to diagnose the disease in the early stages, as well as to detect DV in insect vectors.
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