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азработана и апробирована диагностическая тест-система полимерная микросфера – биолиганд для 
качественного и полуколичественного определения морфина в физиологической жидкости человека с 
помощью метода латексной агглютинации. Метод позволяет быстро (3-5 минут), надежно и с 
минимальными затратами реагентов определить наличие морфина в моче человека.  

A new diagnostic test-system based on the polymer microsphere – bioligand was developed for qualitative and 
semiquantitative analysis of morphine in human physiologic liquids by the latex agglutination method. The new reliable 
and quick method of analysis enables detecting morphine in human urine within 3–5 minutes without using any 
laboratory devices. 
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диагностики опиатов в моче человека. 
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urine. 

Для выявления наркотических веществ, в 
том числе опиатов, используют широкий набор 
методов. Среди них наиболее важное место за-
нимают методы иммуноанализа, такие как иммуно-
хроматографический анализ, иммунофермент-
ный анализ, а также методы на основе хрома-
тографических исследований, например, флуо-
ресцентно-поляризационный иммуноанализ 
(ФПИА) [1], метод тонкослойной хроматог-
рафии [2].  

В последние годы для анализа нарко-
тических веществ в крови и других физио-
логических жидкостях человека все более 
широкое применение находят иммунные мето-
ды [3–8], основанные на специфическом взаи-
модействии антигена с антителами. 

Потребность в простом методе, основанном 
на визуальной детекции результата без необхо-
димости использовать меченные золотом части-
цы, привела к возрождению интереса совре-
менных ученых к тест-системам, основанным 
на реакции латексной агглютинации. 

Метод иммунолатексной агглютинации, 
распространенный в 1970-х и в начале 1980-х 
годов, в частности, для выявления поверхност-

ного антигена вируса гепатита В (например, 
препарат «Latex-HAA-reagent» фирмы Pfizer, 
Behringwerke), был впоследствии почти пол-
ностью вытеснен из практики работы лабора-
торий из-за наличия значительного количества 
ложноположительных результатов, а также из-
за массового внедрения иммуно-ферментного 
анализа. В настоящее время вновь возник 
интерес к данному методу [9–12], что, прежде 
всего, связано с появлением полимерных мик-
росфер разной природы и размера, исполь-
зование которых позволило снизить уровень 
неспецифических реакций, а также показать 
возможность получения диагностикумов с 
высокой чувствительностью в сочетании с 
оперативностью и простотой в проведении 
анализа. 

Принцип работы диагностических тест- 
систем, основанных на методе иммуно-
латексной агглютинации, заключается в проте-
кании высокоспецифичной иммунохимической 
реакции между антигеном и антителом. 
Антиген или антитело предварительно иммоби-
лизуется на полимерный носитель. Схема прямой 
латексной агглютинации приведена на рис. 1. 

 
Агглютинация полимерных частиц, на которые 

иммобилизованы антитела, с молекулами 
низкомолекулярного антигена. 

Агглютинация полимерных частиц, на которые 
иммобилизован антиген, с молекулами антител. 

Рис. 1. Схема протекания прямой латексной агглютинации. 
 

В результате протекания реакции латексной агглютинации образуются комплексы, размеры 

Р 
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которых во много раз больше размеров ис-
ходных полимерных частиц. Наличие этих 
комплексов в растворе может быть зарегистри-
ровано различными методами, например мето-
дом спектрофотометрии, нефелометрии или 
простым визуальным наблюдением. 

Метод определения опиатов, основанный на 
системе полимерная микросфера – биолиганд, 
имеет ряд особенностей и преимуществ. Среди 
преимуществ метода латексной агглютинации 
можно указать следующие: 

 Оперативность. Позволяет быстро, все-
го за 5-10 минут провести полуколичественное 
определение морфина в физиологической 
жидкости человека. 

 Низкая стоимость исследования. Не тре-
бует дорогостоящего и громоздкого оборудова-
ния. Тест возможно проводить в полевых условиях.  

 Тест прост в исполнении и в интер-
претации результатов.  

 Возможность длительного хранения 
диагностикума. 

Слабой стороной метода считают недостаточно 
высокий процент надежности результатов. 

Цель настоящей работы заключалась в 
разработке новой тест-системы для выявления 
морфина в моче человека, а также в опти-
мизации условий проведения латексной агглю-
тинации и синтеза конъюгата полистирольный 
латекс – морфин – овальбумин. 

Экспериментальная часть 
В работе использовали полистирольные 

микросферы с диаметром 0.6 мкм, содержащие 
на поверхности карбоксильные группы. Поли-
стирольные микросферы получены методом 
гетерофазной полимеризации в присутствии 
кремнийорганических ПАВ [13]. Антитела 
кроличьи, специфичные к морфину, с исходным 
разведением 1:3000 (в дальнейшем Atm), а также 
конъюгат морфин – овальбумин получены из 
лаборатории иммунохимии ИФАВ РАН. 

Конъюгат полистирольная микросфера 
(латекс) – морфин – овальбумин (в дальнейшем 
L-М-Ov) был синтезирован с помощью 
стандартного карбодиимидного метода. Раствор 
водорастворимого 1-этил-3-(3'-диметиламино-
пропил)карбодиимида с конечной концентра-
цией в реакционной смеси 1 мг/мл выдер-
живали с раствором полимерной суспензии 
(концентрации варьировались от 2 до 8%) в 
течение 1 ч при перемешивании при комнатной 
температуре. Полученный раствор отфильт-
ровывали с помощью нитроцеллюлозного 
одноразового фильтра с диаметром пор 0.2 мкм, 
фильтрат растворяли в дистиллированной воде 
и выдерживали с раствором конъюгата 
морфин – овальбумин (концентрация  варьиро-
валась от 1 до 0.01 мг/мл) в течение 1 ч при 

умеренном перемешивании. 
Выбор рабочего диапазона разведений для 

антител кроличьих, специфичных к морфину, 
проводили с помощью прямой латексной 
агглютинации, для чего на стеклянной плас-
тинке смешивали по 15 мкл предварительно 
раститрованных Atm с конъюгатом L-М-Ov. 

Эффективность каждого выбранного разве-
дения Atm проверяли с помощью агглютинации 
по торможению, для чего на стеклянной плас-
тинке смешивали по 5 мкл раствора морфина, 
предварительно раститрованного, и Atm в 
выбранном разведении, а также по 10 мкл 
конъюгата L-М-Ov. 

Результаты прямой и обратной агглю-
тинации определяли визуально по появлению 
творожистого белого осадка в каплях, что явно 
отличалось от картины, наблюдаемой в 
контрольной капле, где осадка не образо-
вывалось. Фиксировали результат с помощью 
метода «четырех плюсов», знак минус ставился 
в случае полного отсутствия образования 
осадка. 

Результаты и обсуждение 
Работа была направлена на создание 

конъюгата полистирольная микросфера (латекс) 
– морфин – овальбумин (L-М-Ov) для диагно-
стической тест-системы, а также на поиск 
оптимальных условий проведения латексной 
агглютинации по торможению.  

Был проведен выбор концентрации 
полистирольных микросфер с карбоксильными  
группами на поверхности для ковалентной 
иммобилизации антигена белковой природы – 
конъюгата морфин – овальбумин. Иммобили-
зацию проводили при концентрациях 
полистирольной суспензии 6, 4 и 2%. Полу-
ченные результаты представлены в табл. 1. 

Таблица 1. Оценка эффективности латексной 
агглютинации. 

Рабочая концентрация полистирольной 
латексной суспензии 

6% 4% 2% 
++++ ++++ + 

Было показано, что оптимальная рабочая 
концентрация полистирольных частиц с 
диаметром 0.6 мкм составляет 4%, так как 
позволяет получить достоверный результат 
анализа при минимальном расходе вещества.  

Следующим этапом работы было прове-
дение серии экспериментов по иммобилизации 
конъюгата морфин – овальбумин на полисти-
рольные микросферы. Прежде всего, необ-
ходимо было выбрать концентрацию белкового 
лиганда морфин – овальбумин. Исследования 
проводили в интервале концентраций 0.01 – 1 
мг/мл. Полученные результаты представлены в 
табл. 2. 
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Таблица 2. Подбор оптимальной концентрации  конъюгата морфин – овальбумин  
при иммобилизации на полистирольные частицы. 

Концентрация конъюгата морфин – овальбумин, мг/мл 1 0.5 0.1 0.05 0.01 
Оценка эффективности латексной агглютинации ++ ++ ++++ ++ ++ 
 

В ходе эксперимента было установлено, что 
наиболее наглядно и четко агглютинация 
наблюдается при концентрации конъюгата 
морфин – овальбумин, равной 0.1 мг/мл.  

Причина более интенсивного слипания 
частиц в реакции иммунной агглютинации при 
увеличении количества антигена (от 0.01 до 0.1 
мг/мл), ковалентно иммобилизованного на 
полистирольные микросферы, связана с тем, 
что количество антигена пропорционально 
количеству образующихся связей в конечном 
конъюгате L-М-Ov. 

Менее эффективный процесс слипания 
частиц в реакции латексной агглютинации при 
максимальном количестве антигена (1 мг/мл), 

возможно, обусловлен тем, что  кроличьи 
антитела, специфичные к морфину, не имеют 
возможности приблизиться к иммобилизо-
ванному на поверхности полистирольных 
латексных частиц антигену на расстояние, 
необходимое для образования ковалентной 
связи.  

Следующей стадией работы был выбор 
рабочего диапазона разведений для кроличьих 
антител, специфичных к морфину. Такую 
процедуру проводили для каждого конъюгата 
L-М-Ov, содержащего различное количество 
морфин – овальбумина, связанного с полисти-
рольными микросферами. Результаты пред-
ставлены в табл. 3.  

 
 

Таблица 3. Подбор рабочего диапазона разведений для кроличьих антител,  
специфичных к морфину. 

Концентрация конъюгата морфин –овальбумин, 
иммобилизованного  
на полистирольные частицы, мг/мл  

1 0.5 0.1 0.05 0.01 

Рабочий диапазон разведений  
для кроличьих антител, специфичных  
к морфину 

1/64 – 
1/256 

1/64 – 
1/128 

1/8 – 
1/512 

1/32 – 
1/128 

1/16 – 
1/512 

 

Проведенный анализ показывает, что 
конъюгат, полученный при иммобилизации 
морфин – овальбумина, взятого в концентрации 
0.1 мг/мл, работает в наиболее широком 
диапазоне разведений Atm. 

Поскольку морфин является низкомолеку-
лярным веществом, его невозможно выявить 
путем проведения реакции прямой латексной 
агглютинации. Для выявления морфина ис-
пользуют реакцию торможения латексной 
агглютинации, которая заключается в кон-

куренции между латексным конъюгатом и 
морфином за связывание специфичных к мор-
фину антител.  

Заключительным этапом работы явилось 
проведение агглютинации по торможению для 
проверки эффективности разработанных 
диагностикумов. Для этого смешивали растворы 
морфина, конъюгаты L-М-Ov, Atm в выбранном 
разведении. Результаты серии экспериментов 
агглютинации по торможению приведены в 
табл. 4. 

 

Таблица 4. Проверка эффективности диагностикумов*.  
Концентрация конъюгата морфин – овальбумин, 

иммобилизованного на полистирольные частицы, мкг/мл 
Выбранные разведения 
для антител кроличьих, 
специфичных к морфину aaa1ааа aa0.5аа aa0.1аа 0.05 0.01 

1/8 — — 125 — — 
1/16 — — 125 — 250 
1/32 — — 125 250 250 
1/64 250 250 125 250 125 

1/128 250 250 250 250 250 
1/256 250 — 250 — 500 
1/512 — — 500 — 500 

* Числа в таблице представляют собой количество морфина (мкг/мл), которое возможно определить с помощью 
выбранного разведения антител кроличьих, специфичных к морфину, и полистирольных частиц, содержащих 
указанное количество иммобилизованного конъюгата морфин – овальбумин. 

Полученные результаты показывают, что 
разработанная тест-система может быть исполь-
зована для определения не менее 125 мкг/мл 
морфина. 

Результаты, полученные с помощью тест-

системы полимерная микросфера – биолиганд, 
успешно подтверждены независимым методом, 
для чего были использованы тест-полоски 
«Иммуно-хром-морфин-экспресс», производст-
во Россия.  
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