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ал ая а ая лу р ая а а л а я   а р алла  а ал -
  яр  я  ы  ра а  л улы ал   

ра ра. р  э   ра а  л улы, я а ы   р  а р алла, л ы ы  р -
р а ы а ы  ра  – а , ы  ры я ы а я ыл  у ы ля а я  а -
а    ыл  л р а ы р  а р алла. 
р  лу р ы  лу р ы  а р алл  « а ы  » л   а ря  

р ы а  яр  лу  р а  л р р ,   ы я  ра  л  а л ы  лу р -
я а ы   ра ы    ы  у а   л ы л ы. В  р я, -
р ы  ы  а ла, а  у ал ы  ы а л, р ы  а л а  

 а ула ,  12 ра   л ра р ы  л ал ы  а л , р  ра  а , л а-
я ы а я а л     р л у. 
В а я  ра  а  лу ы р р а ы  а ы ы  а л  ра -

р ы  а ы  а . Вы ая р а я а л а р  а р алла ыла у а а 
 я  ру уру а л л л  C-  а л  а а,  л у  

р  р а  я ы а я а л  а а а   р  э  а . 
лу ы  а   л а ы ля ы у л   ЭА in vitro -

 р  р . а а а  ыя л я алы  л  ЭА+ л  л  MC38 
( л р ал  а ар ы ы )    ЭА– л а . р ла а я,  у л  -
а   л а  а ы  а   л я  ы  у  ы а а 

 а  у л  у я  лу р , а  р  у я лу -
р  а р алл  ра ы   ля  ра ра а  ы ы р л   
л  л а ар р   ал   ы р  р . 

 
ч вы  с ов : а ы  , ы  а ла, ра -э р ал ы  а , а -
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Abstract 
 
An ideal diagnostic fluorescent nanoprobe should comprise a nanocrystal with the highest possible fluorescence 

brightness and a highly specific capture molecule, which should be as small as possible. Furthermore, all capture mole-
cules linked to the nanocrystal should be so oriented that their antigen-binding centers be accessible for antigens and not 
blocked by the nanocrystal surface. 

The brightness of fluorescence nanocrystals, so-called QDs, is more than an order of magnitude higher than that of the 
best organic fluorophores; QDs are thousands of times more photostable; and fluorescence of QDs of different colors can be 
excited by light of the same wavelength. The monomeric single-domain antibodies (sdAbs), the smallest known antigen-
recognizing molecules, which are derived from immunoglobulins of camelids and sharks, are 12 times smaller than full-size 
antibodies while preserving about the same affinity for antigens. They are also extremely stable and capable of refolding. 

We have obtained oriented conjugates of sdAbs with water-soluble QDs. The desirable orientation of sdAbs rela-
tive to the nanocrystal surface was ensured by adding an amino acid residue to the C-end of the antibody peptide chain 
and subsequently linking the antibody to the nanocrystal through this residue. 
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The resultant diagnostic probes have been used for highly sensitive detection of CEA in vitro by means of flow 
cytometry. This technique has been demonstrated to detect minor amounts of CEA+ MC38 cells in a mixture with CEA– 
cells. There are grounds to believe that the sensitivity of diagnosis using the novel nanoprobes can be substantially en-
hanced by optimizing the mode of excitation of their fluorescence. The possibility to simultaneously excite fluorescence 
of QDs of different colors allows systems for high-throughput detection of multiple cancer markers in a single, small 
serum sample to be developed. 

 
Key words: quantum dots, single-domain antibodies, carcinoembryonic antigen, diagnostic probes. 
 
Вв  
 
К  – ы  ла  лу р р , ры  

р а ля   р а  а р ал-
лы ра р  2–10 , я   лу р -

 я ра  л , а а    -
л я [10]. В л   р а  лу р -
р , ра  л у ы   л  
а , К  ла а  ря  р у :  

 у , р ы  р э   -
р  р у я,  ля  л -
а    лу я ля р -

 у я лу р  К  ра ы  -
. ,  ы  а ля  
р  ыя  л  ар р   
 ра , л уя ля  уал а  К  

ра ы   [1]. К  ла а  а  у ал ы-
  а :  
 лу р  л     ра , а а-
л   л  ы я  ра  ы ,  р а-

 лу р р  [11]. ля р я К   
л    ля  [2; 9]  -
р  ру   , ы р а   
а л   ы  р а   л  

я   а я . р  э  ля р р а я 
л л  ляр  л  а р -

 К  л у  я, р а  ра -
л ы  у ал ы  ру ы ( а  ра л , 
р л ы , ар л ы  л  а ру ы), 
 ля  ар р а  аря  р  -

лу ы  а , а а  у ля   -
у  у  ра л ы  л  ра -
а  л ула  – л а , а , л -
у л а . а   ля  лу а  
а  лу р ы  а , -

ла а  р ы а  ы  яр   -
а л . Кр  , ра ра а ы  -
ы а  К   а ла  ля  -

лу  лы  а р  ля ыя л я -
а а . 

а л  15 л  р ры  ра ря -
я р  а  К   а  а -

   у   
 л а я  [5; 6]. Ка  ра л , 

ля э  л  р я  а ы К   -
л ал ы  а ла  л  р а   

а   л р а ы  а ла . 
л  а р  а ,  л а  

К  ля  я л  у л  
 ра   а ар ы  а  у-
ра а я [12;13]. 
а я ая ра а я а лу   

р   р  л а я  
а ы  а   а  
а  К   А  – а  а ы а ы  « а -

а ла », ы   ЭА. а  а -
ла р а ля   ар а л ы  ы а-

 у ы  а л (р . 1), -
ры  ыра а ы а я  р а а  ры  -

 ы  ( р а л  а р л -
ы ). а  а ла я  л  

 у  я лы  ,  л   л ра р-

ы  у л ул ,  а  ры  я  
 я лы    л   [4]. А -
я ы а  у а  а  а л   

 ар а л  а VhH  р а ля  
 а   ы  а я  

 ра , ла а  у ал  
а  а л. А А  лу а  -

р ы   а  л а л -
 ар а л ы   а  а -
л. В л   ы ы  л ал ы  а -
л  л уляр  а  ря а 150 а, А  

 л уляр у  а у  л  13 а  
я   р л л  110 а л ы  

а . р  а  а  ра р  А  
 ы  а л   ра р ,  

л  ра я  у ал у  а  
л ра р ы  а л  ы я ы а я  

э а , р  у ы  ля л -
ра р ы  а л. В а  ра  ля лу я 

а ы  а   ыл  л -
а ы р а ы  А , р а  С-

 а  а, ры  л л 
р а  а ла  р  К   

р  а а  р а ,  а ра ая у а  
я ы а я а а. М  р р а  

а  А  а р  К  л л -
лу  а ы  р яр  а  

, ры  ыл  л а ы ля -
р  л а . 

 
ы  о ы 

 

л че ие и чи а  
е и а х е х а и ел 

ЭА- ы  А  С17 ыл  лу ы 
у  у а  ла ы. Кл ы ЭА- ы  
А  ыл  ра ы  л  А , лу ы  
л  у а . ы А  ыл  у л р а-

ы  ла ы  р рЕ , р а  ра  
К, ру   а  а, ля 

э р   л а  а р  Escherichia coli а -
а BL21-DE3  ал  ы л я А   -

 р а ра  а л   л -а ар . 
ла ы  ру  pET А -C17-his6Cys ы-
л  лу ы  л л  ра а 
К, ру  а л у   -

 а ар ы  - р ы  . С -
ая ра я  а л  

а а а а С-  л ул р а -
ы  А -Cys ля  лу  р р а  
ра л  л ул А  а р  К  -
л  р а я. 

а р ал ы  л , ра р р а ы  
ла ы  ру я , ыра ал   -

  р  37 °C  я  р а   
10 л р ы 2 YT, р а  16 /л а р -
а, 10 /л р  э ра а, 85 М л р а 
а р я, 2 % л ы  100 / л а лл а. 
лу у  у  ул уру а р ал ы  л -
 ра л   400 л  р ы 2 YT  ра -

л   а, а ая л  (OD600) 
а ла  ра  0,5.  
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с. 1. С р  л ра р ы  а л, я   у  я лы   у  л  ,  а  
у ы  а л, ры  я   у  я лы  . А - я ы а  у а  л ра -
р ы  а л   у  ар а л ы   я л   л  ; у а  а л э  

у а   л    ар а л  а (VhH). ы  а ла, у а ы   а-
 а л, я ля я а  ру ур ы  а , ла а  л  у -

ал  а  а ла. 
 

 
 

с. 2. С а лу я а  а ы    р а ы  ы  а ла , -
р а ы  у  я л л  а а а а С-  а л  л а-

л . 
 

Э р  А -Cys у р ал  а -
л  0.1 М р л β-d-1- ала ра -
а,  у р ал  л  р  30 °C  я -
 р а    20 .  
Кл  рал  р у р а , л -

ы  а  а ра ал  а 20  р  –80 °C 
 а  л р ал  а л  р а а ля э -
ра  л  BugBuster® (Novagen) а 20  
р  я  р а .  

л  э  А  ы лял    р -
а ра  а л   л -а ар  (Clontech) 
ла  р лу р ля. л   
А -Cys р р ал   а р - а  
у р , р а  137 М л р а а р я (pH 

7,2),   р у ы  ра р  
А  л ра 5000 MWCO. С   
А -Cys р лял    эл р р а  
АА   р у  л ул а а а р я. К -
ра  л а р лял  р р . 
лу ы  ы ы  р ара ы А -Суs 

 ра  л а 5 / л ра л  р  –20 °С. 

а  а  лу -
ы  ар  А  р ла    а -
ар ы  у  ( у л ). 

 
К а ия а и ел  

 ва в и ч а и 

ля лу я а  ыл  л -
а ы К   а у  э  лу р  
р  570 , л л р а ы    ра -
р    DL- а  р  ры  
ыла р а а  л а  -
л уляр ы  р ы  Э   ы  ул -
р л ы  (SH)  р л ы  ( ) л  

а ру а  (NH2)  ляр   
(SH- Е - ):(SH- Е -NH ) = 9:1 [9].  2

К а   А  р л  ла  -
, а   [9]. K а ы   ра -

л   0,1 М а  у р  ра р  (р  7,2) 
 ра  4 / л. а   ра ру К  -
а лял  100- ра ы  ляр ы  ы  у -

ал  а  а а Sulfo-SMCC  
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у р ал  р  а  ра ур   -
 а а р  я  р а . л  
а я а а  К  ал   ы а 

Sulfo-SMCC а р а ра  л   С -
а  G-25, ура  0,1 М а ы  
у р ы  ра р  (р  7,2).  

а  ы  а р а ы  К  -
ал   А   ляр   1:10  
у р ал    2  р  а  -

ра ур  р  я  р а . лу -
ы  а ы ал   л -
л ра  р а ра  а л   Су-
р  G200, ура  0,1 М а -
ы  у р  (р  7,2). 

К л   А   К   
лу ы  а а  ал  р -
р ; р а  а л  р  р ля-

л  р   а ар  а ра р а  (р -
а я р р а), р а  К   р  –  

ру л я, л уя а  э -
а ляр  л я а р  э -

 а у  л я. лу  -
 А   К   а а  а л  р л -

л  4 : 1. 
а ры К   а  К – А  ря-

л   а  ра я я а  -
 а ал а ра ра ра а а  Zetasizer 

Nano ZS (Malvern). 
Кле ч е ль  

 л  л р ал  а ар -
ы ы MC38 ул р ал   р  

Dulbecco's Modified Eagle Medium glutaMAX media 
(Invitrogen)  а л  10% ЭС, а р -
а  а р а  (BioWhittaker),  а -

: лл а (1000 ./ л), р а 
(1000 / л), у а (2,5 / л). Кл у  
л  МС38- ЭА, э р ру у  ЭА, ул -
р ал     у л я   р   а л  

G418 (Sigma-Aldrich). 
 

а ива ие ле   

и щи а в К А   

и и е иче и  а али  

К а ы К А  ра л   а -
л  у р  ра р , р а  5% СА, 
 ра  30 / л. Кл  МС38  МС38-
ЭА у р ал ,  л   л   
р а  МС38- ЭА1%  МС38 99%. а   
у л у 100 000 л  а лял   50 

л ра р  а  К - А   у р а-
л    90  р  +4 °С  .. а  
р л  ы у а ы  у р ы  ра -
р , р а  5 % СА. Сра у  л  -

л  а  ы а я р лял  -
 ра ы   ра ы  л   . 

р  а ал  лу р  ра -
ы  л  р л    р  -

ра FACStar Plus (Becton Dickinson). ля -
у я лу р  К  л ал  ар -
ы  ла р  л  л ы лу я 488 , -
ал а ал р ал   а а  564–586 . -

 ра а я л   а   а ал -
ру ы  ра  ал   а  а-
ы лу р  ала. 

 
ы  о с  

 

л че ие и ха а е и а ия  

а в К – А  

К а ы  , р а ля   
а р аллы CdSe, ры ы  л   ZnS, 

ыл  р а ы  р а  р , л -
л р а ы ( ля р а  ы  ра р) 
у  а ы р ы  л а  а р -

 К  а DL- . а  л улы а 
а ал   л- р а  л у-
ляр ы  р ы  Э   ы  р -
л ы  ( ) л  а ру а  (NH2)  -

ляр   (SH- Е - ):(SH- Е -NH2) 
= 9 : 1 [9]. а  ра , ыл  лу ы а л -
ы   ы  ра ра  а ы  К   р -
а  а р  л  9   а ы  
ы  л  90 %. а р  а  К  
э р а ы у ал ы  ру ы, р -
ля  а л  К  р  ра л ы  р . Вар -
руя а  р ы  Э  р  л л а  
К ,  р ул р а  р ы  аря  -
лу а ы  а   ра  ал  -

 у ал ы  ру  ля ал  
а  ( ал  л а ) а л 

а р  К . 
р  лу  а   а 

 а  К   а ла  р а  
у л я  я ля я: 

1) ра  л  а   
а л  а ла  р ул а  

а ; 
2) ал  л  -

 К   а ла  а  а а; 
3) а л а ая р а я а л а -

р  К ,   ы у -
ал  а ы  а ы ыл  э р -
а ы ару у  у ы ля я ы а я 
 а . 

ля л а  л  л ул (  
а , а л) а р  а а  -
р  л у  а ар ы  ы ар -

 . Ка  ра л , ал ая л а я 
у ля я а  а я р  

а ру ы а ла  ар л ы  ру а  
а р  а ы, р ар л  а р -
а ы    ра р  ар -
а. Э    ря  ра . В - р ы , 
р а ы, ра у я р  а а  р -
л ы  ру    ар а, а-
л ы  ы  р а   р а я ы р у 
р л у, э у  л а  л -
 ы  ар а. В - ры , а -

 а ру  а ла  а р а ы  ар-
л ы  ру а  К  р  лу а ы  

ра    р   л у лу ла-
л ы    р  а  а ла. В-
р , - а л  ла а ру , э -
р а ы  а р  а ла,  р а я а 

р  р  лу а ы  ра ,  
р   р  у  р л  
л  р  я ы а я а а. 

Вы у а ы  а  Invitrogen  а 
 а л, я а ы   К , лу а  а-

 К   ра а  а л, ра у я  
р ул а  а  а л я ул ы  
я  л ра р  а ла. р  а л а  

у л я  а л я,  р ул а  а  р а  
лу а я а ра а а л, а ы   -

ры     я л    л  . 
К а я р  р  л ы  ру ы -
а л ы  ра  а л. а  у -
ал ая а  а л ы  а  ра  
ра  а л  ы  у  -
а а  ару я л  а -
я ы а  а , ра а ы  ар а л ы  

а  я л   л  .  
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с. 3. р ая р я  л  MC38- ЭА  MC38. 100 000 л  у р ал   К – А   
 90  р  +4°С  . Сра у  л  л  а  ы а я р лял   -

ра ы   ра ы  л      р  р . 
a.  р ы  р а  МС38- ЭА 1%  
b. МС38 99%  МС38- ЭА 10%  МС38 90% 

 
а , ыл  ару ,  л  у -

ал  а ы  а л  а  лу ы  
а  ра  р  р ы  а  
а ля   л  0,076 ± 0,014 а л/К ,   

р я а  л ая а  а л ря   а -
 л  р р  а л я [7]. 
В а  ра  ыл ра ра а   р -

р а  а  А  а р  К , 
ры  ля  ра  л у  а -
 а л  а а   р у  р а  а 
р  К  (р . 2). М р а ы  А   

ЭА ыл  лу ы - р ы  а  
у  я л л  а а а 
а С-  а л  л а л . 
ля а   К  ыл л а  у -
ал ы  а  а  ул - ул у -

л-4-[N- ал л] л а -1- ар -
ла  (Sulfo-SMCC),   р а -

ы  ру ы; а   (N- -
у ы  э р) а а   р-

ы  а ру  а р  К , а рая 
( ал ая ру а) я ы а я  л  
ру  а  а  р а  
А . С а ала р л  р а  а я 

Sulfo-SMCC  а ру а   а  л  
К , л   а р а ы  К  ал   
ы а р а а  л - р а  р -

а ра . а   К  а лял  А ,  р ул -
а   л ы  ру ы  а  А  я ы а-
л   р  К , а р а ы   -

 Sulfo-SMCC. а  ,   а  -
р а ы  А  ыла а  а -

л ая ру а, р  А  р л  
л  р  С-  а л ы  а  

а л. В р ул а   л улы А , а-
л  я а ы   р  К , р  р -

р а ы л  р  К ,  -
ра я  а  ра а  ра, э -
р а   ру а у  р у. М ляр  -

 А :К   а  ы ал , 
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р ляя р а  л а  р р а  
ы ая ра  К , ая э -

ы э  К  ля р  э а. Э  -
 а ал  р р  4 А  а К  

( А :К  = 4 : 1). 
р я  л а  а С 

а ал ,  а я К   А -Cys ля  
лу  л л  а ы  а -

 . р а  а ры -
а  К – А  (11,9 ) л   л , 

 а ры р а ы  К  (8,84 )  
ра  ,  ра ры р  ы у а -
ы  а  К –IgG (30,3 ). 

 
И ль ва ие а в К – А   

в ч  и е ии 

Э р ы  у    
а р  р  р р р ал , 

 а ы К – А   я ы а  
ЭА – р р л  р , ры  
э р ру  а л ая а  у л ы  л  
л а (р . 3). р ая р я  л -
 MC38- ЭА  MC38  ра л ы  я  

( р  р а  ЭА- л л ы  л  
  ар р ал   100%  1%), ра ы  

а а  К – А , а ала у  рр ля  
у л  л , р а ы  а  

ЭА+,  л ы  л  ЭА+ л : 
а  1% ЭА+ л  л  ыя лял я а  99% 

ЭА– л  (р . 3). Э  р а  ы у  
  у л  ыя л я ЭА-

э р - ру  л    а  
К – А   р  р . 

 
ч  

 
М  р р а  а , ра ра -

а ы   а  л а , ля   
л а  А  а р  К   р  

у ал  а  а л а  ра , 
 ра   ры я ы а я а а э -
р а ы  ру а у  р у. лу ы  -

а   а  а  К – А  
 ра  алы  ра р:  р а  

а р а ля  11,9 ,  а л   
л у ы   а я  р я а  л -

ра р ы  а л  К . В р ,  а  К  
р а ы А 4 л улы А . 
лу ы  а   р -

ял  ля у  ЭА- л л ы  
л   р  р . а а а 
ы ая у л  :  ля  
ыя  ЭА- л л ы  л , а  л   
р а   л  уля  а ля  -

 1%. а ы    р я  ля ы -
  ру  ар р , а р -

р, р р  э р ал  а ра р а, 
 р  р . 

 
ла а и 
а а  а о а фи а и о а а  и и е о  о а о а и  и а ки о и ко  е е ации  а ка  

о а ы и е е и  е и  е ы   о и кие о а о а е ые е е и  ы е о офе ио а о-
о о а о а и  ( оф. И о  фаи о и  а ие , а  № 11.G34.31.0050, www.lnbe.mephi.ru). 
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 У ЫХ АЩ  

К  а ая а 
А   а л  
ЭА ра -э р ал ы  а  

Sulfo-SMCC ул - ул у л-4-[N- ал л] л а -1- ар ла  
QDs quantum dots 
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