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Аннотация 
Мультиплексный иммунофлуоресцентный анализ на основе микросфер является надёжным, точным и 
высокочувствительным методом обнаружения различных биомолекул. Однако в настоящее время широкому 
применению метода в клинической практике препятствует высокая стоимость реагентов для анализа – магнитных 
спектрально-кодированных микросфер. Поэтому актуальной задачей является разработка новых методик синтеза 
микросфер, обладающих необходимыми свойствами. Цель работы заключалась в создании новых магнитных 
флуоресцентных микросфер, пригодных для использования в мультиплексном иммуноанализе.
Были синтезированы образцы магнитных флуоресцентных полистирольных микросфер методами дисперсионной 
полимеризации и двухстадийного набухания. Проведены экспериментальные исследования геометрических 
параметров, флуоресценции, магнитных свойств синтезированных микросфер.
Результаты проведенных исследований показали, что перспективными для применения в иммунофлуоресцентном 
анализе являются микросферы, синтезированные методом дисперсионной полимеризации. Полученные результаты 
могут быть использованы при разработке новых диагностических мультиплексных тест-систем на основе 
спектрально-кодированных микросфер.
Ключевые слова: иммунофлуоресцетный анализ, планарный иммуноанализ, микросферы, флуоресценция, 
дисперсионная полимеризация, двухстадийное набухание
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ными красителями в разной концентрации. Так, 
например, использование комбинации из трёх 
красителей в разных концентрациях позволяет 
закодировать до 500 типов микросфер [10].

В основе большинства методов мультиплекс-
ного иммуноанализа лежит специфическая ре-
акция антиген-антитело. Формирование им-
мунокомплексов происходит на поверхности 
оптически кодированных полимерных микро-
cфер. Например, так называемый «сэндвич»-
метод подразумевает формирование иммуно-
комплексов «первичное антитело – детекти-
руемый антиген – детектирующее антитело – 
флуо ресцентная метка» на поверхности микро-
сфер (рис. 1). 

Считывание сигналов флуоресценции для 
идентификации микросфер и детектирования 
флуоресцентной метки в ходе мультиплексно-
го иммуноанализа может осуществляться раз-
ными методами.

Широко используется подход на основе про-
точной цитометрии, в котором частицы анали-
зируются в потоке поштучно [11]. В проточной 
ячейке частицы облучаются лазерным излуче-
нием, сигналы светорассеяния и флуоресценции 
от каждой частицы регистрируется при помощи 
детекторов на основе фотоэлектронных умно-
жителей (ФЭУ) или лавинных фотодиодов (ЛФД).

В последние годы на смену проточной ци-
тометрии приходит новый метод – планарный 

For citation: Shalaev P. V., Bondina E. V., Sankova N. N., Parkhomchuk E. V., Dolgushin S. A. Synthesis and experimental 
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1. Введение 
В настоящее время флуоресцентные микрос-

феры получили широкое распространение в раз-
личных методах иммуноанализа. Иммунофлуо-
ресцентный анализ на основе микросфер име-
ет ряд таких важных преимуществ, как возмож-
ность одновременного обнаружения нескольких 
аналитов в одном образце (мультиплесность), 
малый объем пробы, необходимый для анали-
за, а также высокие точность и чувствительность 
при высокой скорости проведения анализа. 

Методы мультиплексного анализа на основе 
микросфер широко применяются в научных ис-
следованиях, в медицине, биологии, иммуноло-
гии. Данные методы используются для детекти-
рования нуклеиновых кислот [1], обнаружения 
канцерогенов и токсинов в пищевых продуктах 
[2, 3], обнаружения фосфорорганических пести-
цидов, вызывающих загрязнение окружающей 
среды [4], для диагностики онкомаркеров [5, 6] и 
различных инфекций [7], в том числе и для выяв-
ления коронавирусной инфекции COVID-19 [8].

Мультиплексность в современных методах 
анализа, как правило, достигается за счёт при-
менения спектрально-кодированных микрос-
фер [9]. Спектральное кодирование микросфер 
используется для создания разных типов ми-
кросфер, которым будут соответствовать иссле-
дуемые аналиты, и осуществляется путём окра-
шивания микросфер различными флуоресцент-

Рис. 1. Формирование иммунокомплексов на поверхности микроcфер в методе мультиплексного им-
муноанализа
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иммуноанализ на основе флуоресцентных маг-
нитных микросфер [12]. В данном методе части-
цы иммобилизуются в одной плоскости при по-
мощи магнита, после чего осуществляется воз-
буждение флуоресценции при помощи свето-
диодов и регистрация при помощи ПЗС (при-
бор с зарядовой связью) либо КМОП-камеры с 
использованием необходимых светофильтров 
(рис. 2).

Анализ полученных изображений в разных 
каналах флуоресценции позволяет идентифи-
цировать спектрально-кодированные микрос-
феры. После идентификации микросфер таким 
же образом регистрируется сигнал от флуорес-
центной метки с помощью соответствующего 
фильтра. При этом наличие или отсутствие флу-
оресценции от определенного типа микросферы 
указывает на наличие или отсутствие соответст-
вующего аналита в образце. Кроме того, значе-
ние интенсивности флуоресценции может быть 
использовано для оценки концентрации анали-
та в образце, поскольку интенсивность флуорес-
ценции зависит от количества аналита, связав-
шегося с микросферой [13]. 

Приборы, основанные на методе планарно-
го иммуноанализа, являются более доступны-
ми, компактными и надежными по сравнению 
с анализаторами на основе проточной цитомет-
рии [14]. 

Мультиплексный анализ на основе магнит-
ных спектрально-кодированных микросфер яв-
ляется надёжным, точным и высокочувствитель-
ным методом [15]. Однако в настоящее время 
широкому применению метода в клинической 
практике препятствует высокая стоимость реа-
гентов для анализа – магнитных спектрально-
кодированных микросфер, обусловленная в пер-
вую очередь закрытой технологией.

Целью данной работы являлось создание 
новых магнитных флуоресцентных микросфер, 
пригодных для использования в мультиплекс-
ном иммуноанализе.

В рамках данной работы были синтезирова-
ны образцы магнитных флуоресцентных поли-
стирольных микросфер методами дисперсион-
ной полимеризации и двухстадийного набуха-
ния. Проведены экспериментальные исследова-
ния геометрических параметров, флуоресцен-
ции, магнитных свойств с целью оценки воз-
можности и перспективы применения синте-
зированных микросфер в мультиплексном им-
мунофлуоресцентном анализе.

2. Экспериментальная часть

2.1. Реактивы
Для синтеза микросфер использовались сле-

дующие реактивы: стирол, «ч.», Россия (очи-
щен вакуумной перегонкой с предваритель-
ным удалением ингибитора водным раство-
ром NaOH); метилметакрилат, содержащий 
10–110 ppm 4-метоксифенола в качестве ин-
гибитора (99 %, ACROS Organics); дивинилбен-
зол (80 % смесь изомеров, Aldrich), 2-этокси-
этанол, «ч.д.а.», Россия; тетрагидофуран, «ч.», 
Китай; этанол, 95 %; толуол, «ч.д.а.», «Реахим»; 
плюроник F-127, Sigma, BioReagent, ККМ = 950–
1000 ppm; азо-бис-изобутиронитрил (АИБН), 
«х.ч.», Россия; лаурилсульфат натрия, «ч.д.а.», 
«Реахим»; ацетон, «ч.д.а.», Россия; поливинил-
пирролидон (мол. масса – 40000 г/моль) «Sigma-
Aldrich»; магнитная жидкость в керосине пре-
доставлена компанией ООО «Нанокомпозит», 
средний радиус частиц 9 нм, частицы стабили-
зированы олеиновой кислотой; вода деионизо-
ванная, 13–15 MOм см. 

Рис. 2. Планарный иммуноанализ на основе флуоресцентных магнитных микросфер
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2.2. Синтез микросфер
Синтез полимерных частиц основан на ме-

тоде дисперсионной полимеризации (образец 
№1) [16–18] и методе двухстадийного набухания 
(образец № 2) [19, 20]. Основное требование к по-
лимерным частицам исходит из использования 
«жестких» растворителей (например, толуола, 
тетрагидофурана) на стадии введения магнит-
ных частиц и окрашивания флуоресцентными 
красителями. Таким образом, частицы должны 
обладать высокой плотностью сшивки во избе-
жание их растворения и чрезмерного набухания. 

2.2.1. Синтез образца № 1 методом 
дисперсионной полимеризации

Синтез проводился в термостатируемом при 
температуре 74 °С реакторе, снабженном ро-
торной мешалкой, обратным холодильником, 
воронкой для подачи реагентов и капилляром 
для продувания азотом. Число оборотов ме-
шалки составляло 150 об/мин. В качестве реак-
ционной среды использовали этанол. Отдельно 
на магнитной мешалке смешивали: 15 мл сти-
рола и 0.41 г АИБН. 0.85 мл дивинилбензола-80 
в 10 мл 2-этоксиэтанола вводили через 10 мин 
после начала инициации. СЭМ полученных ча-
стиц представлена на рис. 3а. 

2.2.2. Синтез образца № 2 методом 
двухстадийного набухания

Сначала 1 г исходных полимерных частиц, 
предварительно полученных методом диспер-
сионной полимеризации (рис. 4а), с молеку-
лярной массой порядка 10 000 Да диспергиро-
вали в 50 мл водного раствора лаурилсульфата 
натрия (0.25 вес. %) с помощью ультразвуковой 
ванны в течение 30 мин. Затем к раствору при-

бавляли эмульсию, содержащую 10 мл ацетона 
в 50 мл 0.25 вес. % раствора лаурилсульфата на-
трия, и оставляли перемешиваться на 12 часов 
при температуре 25 °С для проведения первой 
стадии набухания.

На следующей стадии к полученной смеси 
прибавляли эмульсию мономера, состоящую из 
1 мл стирола, 1 мл метилметакрилата, 2 мл сши-
вающего агента (дивинилбензола-80) с раство-
ренным инициатором (АИБН, 1–2 вес. % по от-
ношению к мономерам) в 50 мл 0.25 вес. % рас-
твора лаурилсульфата натрия, и оставляли для 
второй стадии набухания на 8–12 часов. 

Для проведения полимеризации в реакци-
онную смесь добавляли 50 мл 1 вес. % раствора 
стабилизатора поливинилпирролидона-40, тем-
пературу смеси поднимали до 70 °С и выдержи-
вали в течение 10-ти часов. Полученную суспен-
зию промывали водой (3 раза) и этиловым спир-
том (3 раза) для удаления непрореагировавшего 
мономера и мелких побочных частиц. СЭМ ча-
стиц после двухстадийного набухания представ-
лена на рис. 4а.

2.3. Методика введения магнитных частиц 
в полимерные микросферы

Полимерные частицы центрифугировали в 
этаноле три раза по 20 мин при относительном 
центробежном ускорении 907 g в случае образца 
№ 1, и при 403 g в случае образца № 2, на цент-
рифуге ThermoFisher Heraeus Labofuge 200, по-
сле чего их переводили в бутанол-1 и центри-
фугировали в бутаноле еще три раза при тех же 
параметрах центрифугирования. Затем, по ка-
плям, добавляли магнитную жидкость в толуо-
ле, при воздействии ультразвука на сосуд объе-
мом 5 мл в УЗ ванне VGT-1613QTD объемом 1.3 л 

а                                                              б                                                              в
Рис. 3. Снимки СЭМ: а) исходного образца № 1 полученного методом дисперсионной полимеризации; 
б) образца № 1 после нанесения магнитных частиц; в) образца №1 после нанесения красителя и маг-
нитных частиц
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с рабочей частотой ультразвуковых колебаний 
40 кГц. Частицы подвергали ультразвуковой об-
работке не менее двух часов, после чего их отде-
ляли центрифугированием три раза по 20 мин 
при 45 g от магнитных частиц, не закрепивших-
ся на сферах. Частицы многократно промыва-
ли этанолом и водой, отделяя их постоянными 
магнитами (Nd–Fe–B) с силами на отрыв: 2.35, 
8.62, 20.65 кг, выделяя при этом среднюю фрак-
цию частиц. Для последующего окрашивания 
частиц их переводили в деионизованную воду, 
содержащую 0.5 мас. % плюроник F-127.

2.4. Методика введения красителей 
в полимерные микросферы

Цианиновые флуоресцентные красители Cy5 
и Су5.5 (рис. 5) вводили в частицы диффузион-
ным методом [21]. Красители растворяли в сре-
де тетрагидрофурана и по каплям добавляли к 
известному количеству полимерных магнитных 
частиц, диспергированных в деионизованной 
воде, содержащей 0.5 мас. % плюроник F-127. 

Красители оставляли диффундировать в поли-
мерные сферы при 40 °С в течение 6-ти часов 
при постоянном перемешивании на шейкере 
UT-4331S. Сферы отделяли магнитом и промы-
вали водой несколько раз, после чего их перево-
дили в деионизированную воду.

2.5. Методы исследований
Исследование геометрических параметров 

образцов осуществлялось методами оптической 
и электронной микроскопии, а также методом 
динамического рассеяния света (ДРС).

Снимки методом сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ) были получены с помощью 
микроскопа TM-1000 (Hitachi, Япония).

В экспериментах по оптической микро-
скопии использовался оптический микроскоп 
ЛОМО БИОЛАМ М-1 (АО «ЛОМО», Россия). Для 
обработки и автоматического анализа изображе-
ний использовалось ПО ImageJ (NIH, США). Для 
получения статистически достоверных резуль-
татов в ходе автоматического анализа изобра-

а                                                              б                                                              в
Рис. 4. Снимки СЭМ: а) исходного образца №2; б) образца №2 после двухстадийного набухания; в) образ-
ца №2 после нанесения красителя и магнитных частиц

Рис. 5. Спектры поглощения и флуоресценции красителей Cy5 и Су5.5
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жений измерялись геометрические параметры 
не менее 500 частиц каждого образца.

В методе динамического рассеяния света 
(ДРС) исследуемая жидкая дисперсия частиц об-
лучается лазером и регистрируется рассеянное 
лазерное излучение. Поскольку частицы нахо-
дятся в непрерывном броуновском движении, 
возникают локальные неоднородности показа-
теля преломления, которые при прохождении 
света через среду приводят к возникновению 
флуктуаций интенсивности рассеянного света. 
На основе анализа временной автокорреляцион-
ной функции интенсивности рассеянного света 
измеряется коэффициент диффузии. Гидроди-
намический радиус частиц затем рассчитыва-
ется по формуле Стокса–Эйнштейна.

Метод ДРС применялся для исследования 
синтезированных образцов на предмет наличия 
в них крупных агрегатов частиц. Согласно тео-
рии рассеяния света для малых частиц радиуса 
R, с показателем преломления n1 в жидкости с 
показателем преломления n2 интенсивность рас-
сеянного излучения I равна:

I
R

r
n
n

I= -
+

Ê
ËÁ

ˆ
¯̃

16 1
2

4 6

2 4

2

2 0

p
l

y ,   (1)

где r – расстояние от области рассеяния до точ-
ки наблюдения, l – длина волны падающего 
светового пучка, n – относительный показатель 
преломления (n2/n1), y – угол между направле-
нием поляризации падающей волны и направ-
лением рассеяния, I0 – интенсивность падающе-
го излучения, – интенсивность рассеянного 
излучения. Из формулы (1) можно видеть, что 
интенсивность рассеянного света определяется 
радиусом частицы в шестой степени. Таким 
образом, при анализе смеси частиц различных 
размеров методом ДРС интенсивность рассеян-
ного света от частиц большего размера будет 
значительно выше. В связи с этим метод позво-
ляет регистрировать даже небольшие концент-
рации крупных частиц в образце жидкой ди-
сперсии.

Измерения методом ДРС проводились с по-
мощью анализатора размеров частиц Photocor 
Complex (ООО «Фотокор», Россия). При изме-
рениях использовался лазер с длиной волны 
657 нм. Измерения проводились при темпера-
туре 23 °С. При расчёте гидродинамического ра-
диуса частиц использовалось значение вязкости 
воды при заданной температуре – (0.9 сП), пока-
затель преломления среды – 1.332. АКФ измеря-
лась для угла рассеяния 30°, время накопления 

АКФ составляло 30 секунд. Для каждого образца 
проводилось не менее 10 измерений.

Для получения флуоресцентных изображе-
ний спектрально-кодированных микросфер 
была разработана экспериментальная установ-
ка, схема которой приведена на рис. 6. Образец 
суспензии микросфер помещался в оптическую 
ячейку на предметном столе и освещался лазе-
ром. Для возбуждения флуоресценции циани-
новых красителей использовался лазер с дли-
ной волны 635 нм CPS635F (Thorlabs Inc., США). 
Для регистрации флуоресценции использова-
лись полосовые фильтры 661/20 нм и 700/13 нм 
BrightLine (Semrock, США), для Cy5 и Cy5.5 соот-
ветственно.

Рис. 6. Схема экспериментальной установки для 
флуоресцентной микроскопии микросфер:  1 - ка-
мера, 2 – объектив микроскопа, 3 – моторизиро-
ванное колесо фильтров, 4 – лазер,  5 – ячейка с 
образцом, 6 – предметный столик, 7,8 – вертикаль-
ная и горизонтальная направляющие, 9 – линей-
ный транслятор для перемещения камеры вдоль 
оси z, 10 – линейный транслятор для перемещения 
образца вдоль осей x, y, z,  11 – контроллер линей-
ных трансляторов, 12 – ПК, 13 – контроллер мощ-
ности лазера

Для получения флуоресцентных изображе-
ний микросфер использовались высокочувст-
вительная ПЗС-камера Kingfisher 6MP (Raptor 
Photonics, Великобритания) и 20-кратный объ-
ектив микроскопа. Анализ полученных изобра-
жений проводился с использованием програм-
мы ImageJ.

Для оценки магнитных свойств частиц про-
водился также анализ образцов в анализато-
ре QuattroPlex (ООО «Айвок», Россия). Прибор 
предназначен для мультиплексного иммуно-
флуоресцентного анализа на основе магнитных 
спектрально-кодированных микросфер. В ходе 
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анализа микросферы иммобилизуются в про-
точной ячейке при помощи магнита, после чего 
осуществляется получение флуоресцентных изо-
бражений в разных каналах флуоресценции. На 
основе получаемых изображений можно сделать 
выводы о магнитных свойствах частиц.

3. Результаты и обсуждение
Несмотря на значительную трудоемкость 

двухстадийного набухания, метод стал на се-
годня одним из основных для получения частиц 
размером более двух мкм [22–24]. Соответствую-
щая теоретическая база метода активно развива-
лась из-за проблем с качеством продукта, полу-
чаемого альтернативным методом – дисперси-
онной полимеризацией. Для применения частиц 
в мультиплексном иммунофлуоресцентном ана-
лизе они должны выдерживать «жесткие» рас-
творители (например, толуол, тетрагидрофуран 
и т. п.), которые применяются в диффузионном 
методе окрашивания и методе введения нано-
частиц магнетита. Частицы, отвечающие таким 
требованиям, теоретически можно получить ме-
тодом дисперсионной полимеризации: полиме-
ризацию проводят в присутствии большой доли 
сшивающего агента по отношению к основному 
мономеру. Однако существенным недостатком 
метода дисперсионной полимеризации в при-
сутствии значительного количества сшивающе-
го агента является неконтролируемая агрегация 
частиц и высокое значение коэффициента по-
лидисперсности получаемых частиц [25]. В по-
следние годы для решения вышеуказанных про-
блем в методе дисперсионной полимеризации 
было предложено добавлять сшивающий агент 
после окончания нуклеации первичных частиц. 
Но задача определения оптимального момента 
добавления сшивающего агента не является три-
виальной ввиду широкого диапазона условий, в 
которых обычно проводится синтез с целью по-
лучения нужного размера частиц и степени по-
лидисперсности. Более того, не ясным остается 
то, как повлияет время добавление сшивающе-
го агента на плотность сшивки в полученной ча-
стице [26]. Поэтому было проведено сравнение 
свойств частиц, полученных этими двумя мето-
дами для выбора частиц с нужными свойствами: 
степенью монодисперности, долей примесей не-
правильной формы, магнитными свойствами, 
разбросом яркости флуоресценции.

3.1. Размер частиц
Для обоих образцов микросфер были полу-

чены микрофотографии методом оптической 

микроскопии. В результате автоматического 
анализа изображений были получены сведе-
ния о среднем размере частиц, который соста-
вил 2.2±0.7 мкм для образца № 1 и 6.5±0.4 мкм 
для образца № 2.

Оптимальный размер частиц для примене-
ния в иммунофлуоресцентном анализе на ос-
нове микросфер определяется инструменталь-
ным и биохимическим факторами. Так, возмож-
ность применения частиц малого диаметра (ме-
нее 0.5 мкм) ограничена сложностью их детек-
тирования, а также низкой степенью адсорбции 
аналита, связанной с малой площадью поверх-
ности микросфер. Данные факторы значитель-
но снижают чувствительность анализа. В то же 
время большая площадь поверхности микросфер 
(диаметра более 9 мкм) может послужить при-
чиной неравномерного распределения аналита 
в процессе анализа, а также причиной большого 
расхода дорогостоящих реагентов (в первую оче-
редь – антител). Так, например, магнитные поли-
стирольные микросферы, приготовленные мето-
дом распылительной суспензионной полимери-
зации, имеют узкое распределение по размерам, 
но большой средний диаметр – около 10 мкм [27].

Таким образом, микросферы размером 2.2 и 
6.5 мкм являются подходящими для использова-
ния в иммунофлуоресцентном анализе.

3.2. Форма частиц
Отличие формы частиц от сферической за-

трудняет анализ изображений в процессе имму-
нофлуоресцентного анализа и негативно сказы-
вается на его точности [28]. 

С целью количественной оценки данного па-
раметра на основе полученных микрофотогра-
фий образцов был измерен коэффициент окру-
глости kc частиц:

k
A
Pc = 4 2p
�

�,   (2)

где A – площадь частицы, а P – длина её внеш-
ней границы на изображении. Таким образом, 
значение kc = 1 соответствует идеальной 
окружности, а значения kc, приближающиеся 
к 0, соответствуют более вытянутой форме 
частиц.

Измеренные значения коэффициента окру-
глости составили 0.90 ± 0,.02 для образца № 1 и 
0.92± 0.02 для образца № 2. Таким образом, для 
обоих синтезированных образцов отличие фор-
мы частиц от сферической является незначи-
тельным и не будет оказывать негативного вли-
яния на результаты анализа.
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3.3. Степень монодисперсности
Также важным параметром является моно-

дисперсность частиц. Во-первых, высокая сте-
пень монодисперсности необходима для точ-
ной идентификации микросфер, так как интен-
сивность флуоресценции отдельной микросфе-
ры зависит от её размера. Это особенно важно в 
случае кодирования микросфер разной концен-
трацией флуоресцентного красителя.

Во-вторых, от степени монодисперсности 
будет зависеть точность определения концент-
рации аналита, поскольку кинетика реакции на 
поверхности микросферы и интенсивность флу-
оресценции метки зависят от площади поверх-
ности частицы [29].

Результаты исследования методом оптиче-
ской микроскопии указывают на достаточно вы-
сокую степень монодисперности обоих образ-
цов – коэффициент вариации составил 7.4 % для 
образца № 1 и 6.2 % для образца № 2.

Для сравнения, в работе [30] описываются 
микросферы, синтезированные методом ди-
сперсионной полимеризации в спиртовой сре-
де, коэффициент вариации размеров которых 
составил от 14.2 до 21.7 % в зависимости от ко-
личества стабилизатора. 

3.4. Наличие примесей и агрегатов частиц
Наличие агрегатов частиц может оказывать 

негативное влияние на результаты иммунофлу-
оресцентного анализа, поскольку такие частицы 
в ходе анализа либо будут давать ложный сиг-
нал флуоресценции, либо не будут учитываться 
в анализе, в зависимости от параметров оптиче-
ской системы и параметров обработки изобра-
жений прибора [31]. 

На полученных микрофотографиях синтези-
рованных образцов присутствовали отдельные 
частицы неправильной формы. Была измерена 
относительная концентрация примесей cimp по 
данным оптической микроскопии:

c
N

Nimp
imp= ¥ 100 %

где Nimp – количество примесей, N – общее коли-
чество частиц. К примесям относили распознан-
ные на изображениях частицы, имеющие коэф-
фициент округлости менее 0.8 или диаметр, 
отличающийся от среднего значения более чем 
на 30 %.

Измеренное значение cimp  составило 4.1 % 
для образца № 1 и 8.4 % для образца № 2. При 
этом значительную часть примесей составляли 
крупные агрегаты частиц. Поскольку по данным 
оптической микроскопии затруднительно отли-
чить агрегаты частиц от близко расположенных 
на микрофотографии частиц, синтезированные 
образцы жидких дисперсий микрочастиц были 
исследованы методом ДРС. Метод ДРС позволя-
ет зарегистрировать даже небольшие концен-
трации крупных частиц в образце жидкой ди-
сперсии. 

В результате было установлено, что в соста-
ве жидкой дисперсии микросфер образца № 2 
присутствуют частицы больших размеров, в то 
время как образец №1 практически не содержит 
крупных агрегатов частиц (рис. 7). 

Образец №2 был подвергнут обработке уль-
тразвуком в ультразвуковой ванне с частотой 22 
кГц и мощностью 75 Вт в течение 5 минут. В ре-
зультате повторного измерения было установле-
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Рис. 7. Распределения интенсивности рассеянного света по размерам частиц для образцов № 1 (а) и 
№ 2 (б)

Конденсированные среды и межфазные границы / Condensed Matter and Interphases 2021;23(1): 108–121

П. В. Шалаев и др. Оригинальные статьи



116

но, что агрегаты больших размеров в дисперсии 
отсутствовали (рис. 7б). Таким образом, можно 
сделать вывод, что частицы в образце № 2 более 
склонны к агрегации в сравнении с образцом № 1.

Однако для предотвращения агрегации могут 
быть использованы поверхностно-активные ве-
щества и стабилизаторы, кроме того, при исполь-
зовании в иммунофлуоресцентном анализе ча-
стицы имеют оболочку из карбоксильных групп, 
препятствующую агрегации частиц [32, 33]. 

Таким образом, выявленную склонность к 
агрегации частиц в образце №2 следует учиты-
вать при дальнейшей работе с микросферами, 
однако она не является фактором, препятству-
ющим применению микросфер в методах им-
муноанализа.

3.5. Магнитные свойства 
Для возможности использования микросфер 

в планарном иммуноанализе они должны обла-
дать достаточными магнитными свойствами, 
например, за счёт высокого содержания магне-
тита [34]. Это условие обусловлено необходимо-
стью иммобилизации микросфер в ячейке при 
помощи магнита для проведения анализа [35]. 

В данной работе наличие магнитных свойств 
у образцов синтезированных микросфер оце-
нивалось визуально, при помощи оптического 
микроскопа. К ячейке с микросферами в жид-
кой дисперсии подносился неодимовый магнит. 
После чего микросферы обоих образцов выстра-
ивались вдоль линий магнитной индукции, что 
свидетельствует о наличии у микросфер маг-
нитных свойств.

Эффективность иммобилизации микрос-
фер в ячейке при помощи магнита оценивалось 
путём анализа образцов в приборе для муль-
типлексного иммунофлуоресцентного анализа 
QuattroPlex. В ходе анализа микросферы иммо-
билизировались в проточной ячейке при помо-
щи магнита, после чего осуществлялось получе-
ние флуоресцентных изображений в разных ка-
налах флуоресценции. 

В результате проведённого исследования 
было установлено, что магнитные свойства 
микро сфер обоих образцов позволяют, во-пер-
вых, собрать микросферы из всего объёма ячей-
ки в одной плоскости при помощи магнита, во-
вторых удерживать их неподвижно в течение 
времени, необходимого для получения флуорес-
центных изображений в нескольких каналах (по-
рядка 1 минуты), предотвращая смещение ми-
кросфер под действием силы тяжести, что так-
же немаловажно, поскольку смещение микрос-

фер на изображениях, полученных в разных ка-
налах, не позволяет учитывать их при анализе 
изображений в процессе мультиплексного им-
муноанализа.

3.6. Флуоресценция 
Микросферы каждого типа были окрашены 

флуоресцентными красителями Су5 и Су5.5 по 
отдельности, а также обоими красителями в раз-
ной концентрации.

Были исследованы такие параметры флуо-
ресценции синтезированных микросфер как ин-
тенсивность флуоресценции (яркость микрос-
фер на изображении) и равномерность распре-
деления красителя.

Яркость микросфер на изображении сравни-
валась с яркостью эталонных частиц. Следует от-
метить, что эталонные частицы содержали в со-
ставе другие флуоресцентные красители, и для 
получения изображений использовались соот-
ветствующие им фильтры. В остальном условия 
эксперимента были идентичны. Цель данного 
эксперимента заключалась в том, чтобы выяс-
нить возможно ли получение флуоресцентных 
изображений образцов синтезированных ми-
кросфер с сопоставимым временем выдержки 
камеры, а также сделать выводы о необходимой 
концентрации красителя. 

В качестве эталонных использовались ми-
кросферы Luminex с наибольшей и наимень-
шей концентрацией красителя (12 и 78 регион).

Получаемые 16-битные изображения со-
держат распределение 216 градаций яркости. 
Выдерж ка камеры подбиралась таким образом, 
чтобы микросферы с наименьшей концентра-
цией красителя были различимы (чтобы значе-
ние их яркости на изображении в два раза пре-
вышало среднее значение яркости для фонового 
шума), при условии, что микросферы с наиболь-
шей концентрацией красителя не были засвече-
ны на изображении (т. е. значение их яркости 
на изображении не превышало 65 535 усл.ед.).

Анализ полученных изображений проводил-
ся с использованием ПО ImageJ. Отдельные ча-
стицы идентифицировались по пороговому зна-
чению интенсивности на изображении. Затем 
измерялась средняя интенсивность на изобра-
жении каждой обнаруженной частицы. Во избе-
жание ложного распознавания двух агрегиро-
ванных частиц как одной, игнорировались ча-
стицы со значением округлости менее 0.8. Зна-
чение округлости вычислялась по формуле (2).

В результате, для синтезированных образцов 
выбранное значение выдержки в обоих каналах 
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флуоресценции (соответствующих Су5 и Су5.5) 
составило 5 секунд для образца № 1 и 20 секунд 
для образца №2, при выдержке 3.5 секунды для 
эталонных микросфер. Таким образом, мож-
но сделать вывод, что для образца № 1 выбран-
ные концентрации красителя близки к опти-
мальным, а для образца № 2 следует увеличить 
концентрацию красителя, чтобы сократить 
время анализа.

Равномерность распределения красителя для 
отдельных микросфер одного образца являет-
ся важным параметром, поскольку определяет 
разброс яркости микросфер на изображении. В 
связи с тем, что динамический диапазон камеры 
ограничен, от разброса яркости микросфер од-
ного типа зависит максимально возможное ко-
личество различимых типов микросфер и, сле-
довательно, мультиплексность анализа. 

На основе анализа полученных изображе-
ний были рассчитаны значения коэффициен-
та вариации интенсивности флуоресценции, 
характеризующие разброс яркости микросфер 
одного типа (табл. 1). В работе [36] описан метод 
синтеза частиц, обладающих высокой степенью 
однородности и имеющих коэффициент вариа-
ции флуоресценции 3.7 %, однако такие частицы 
имеют достаточно большой размер (от 10 мкм) 
и не являются магнитными. Поэтому в качестве 
эталонных частиц для сравнения были выбраны 

магнитные флуоресцентные микросферы Lu-
minex. Анализ проводился по 5 флуоресцентным 
изображениям для каждого образца микросфер 
в обоих каналах флуоресценции.

Можно заметить, что для микросфер образ-
ца № 2 характерен больший разброс яркости в 
обоих каналах флуоресценции. Таким образом, 
наиболее равномерное распределение флуорес-
центного красителя имеет образец № 1, что де-
лает его более перспективным для применения 
в иммунофлуоресцентном анализе. 

Были также получены флуоресцентные изо-
бражения для смеси двух типов микросфер 
образца № 1, различающихся концентрацией 
одного красителя. В результате была показа-
на возможность идентификации микросфер с 
разной концентрацией красителя по яркости на 
изображении (рис. 8). 

Были также получены флуоресцентные изо-
бражения двух типов микросфер образца № 1, 
содержащих оба флуоресцентных красителя в 
разной концентрации. 

В результате анализа полученных изображе-
ний было показано, что коэффициент вариации 
интенсивности флуоресценции на изображении 
для обоих типов флуоресцентных красителей и 
для обоих образцов микросфер с различной кон-
центрацией красителей также составляет менее 
10 % (рис. 9).

Таблица 1. Коэффициент вариации интенсивности флуоресценции микросфер

Образец
Коэффициент вариации интенсивности флуоресценции, %

Cy5 / Краситель 1 Cy5.5 / Краситель 2
Образец № 1 8.8±0.2 9.4±0.3
Образец № 2 16.1±0.6 19.6±0.8

Эталонные микросферы 7.4±0.2 7.9±0.2

а                                                              б                                                              в
Рис. 8. а) Фрагмент полученного флуоресцентного изображения смеси микросфер образца № 1 с высо-
кой и низкой концентрацией красителя Cy5; б) анализ того же фрагмента изображения: верхнее число – 
номер обнаруженной на изображении частицы, нижнее число – средняя интенсивность флуоресценции 
обнаруженной частицы; в) распределение микросфер с различной интенсивностью флуоресценции на 
полученном изображении
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Низкий коэффициент вариации интенсив-
ности флуоресценции позволяет закодировать 
путём внесения разной концентрации флуорес-
центного красителя большое количество типов 
микросфер – не менее 36 регионов, что являет-
ся достаточным для подавляющего большинст-
ва применений метода мультиплексного имму-
нофлуоресцентного анализа.

4. Выводы 
В результате проведённых исследований 

было установлено, что микросферы в обоих 
образцах имеют оптимальные размеры для ис-
пользования в иммунофлуоресцентном ана-
лизе и высокую степень монодисперности, не 
содержат статистически значимого количест-
ва примесей неправильной формы. Магнит-
ные свойства микросфер обоих образцов по-
зволяют быстро и надёжно иммобилизовать 
микросферы в одной плоскости измеритель-
ной ячейки при помощи магнита. В то же вре-
мя для микросфер, синтезированных методом 
двухстадийного набухания, характерен боль-
ший разброс яркости флуоресценции. Поэто-
му с точки зрения равномерности распреде-
ления флуоресцентного красителя более пер-
спективным для применения в иммунофлуо-
ресцентном анализе представляется использо-
вание микросфер, синтезированных методом 
дисперсионной полимеризации. 

Была показана возможность идентификации 
микросфер с различными красителями и раз-
ной концентрацией красителей на изображении. 
Низкий коэффициент вариации интенсивности 
флуоресценции даёт возможность использовать 
в иммунофлуоресцентном анализе большое ко-
личество типов спектрально-кодированных ми-
кросфер, и, следовательно, выявлять большое ко-
личество патогенов одновременно. Полученные 
результаты могут быть использованы при разра-
ботке новых диагностических мультиплексных 
тест-систем на основе спектрально-кодирован-
ных микросфер.
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