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Одним из приоритетных направлений развития современных иммуноаналитичеcких систем стало
обеспечение достоверного выявления и определения все более низких концентраций аналитов.
В этой связи востребована оценка факторов, влияющих на предел обнаружения и лимитирующих
дальнейшее снижение этой величины. В мини-обзоре рассмотрено разнообразие иммуноаналити-
ческих систем, теоретические оценки их пределов обнаружения. Охарактеризованы возможности
снижения предела обнаружения, предоставляемые изменением состава определяемых иммунных
комплексов, использованием новых маркеров, включаемых в эти комплексы, различными спосо-
бами их регистрации и усиления регистрируемого сигнала. Обсуждаются подходы, предлагаемые
для выявления в тестируемых пробах единичных молекул целевых соединений.
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Иммунохимические методы выявления и
определения содержания различных соединений,
основанные на применении антител, нашли ши-
рокое применение в современной практике – в
медицинской и ветеринарной диагностике, кон-
троле качества и безопасности потребительской
продукции (прежде всего, продуктов питания),
экологическом мониторинге [1, 2]. Все иммуно-
химические методы основаны на образовании
комплекса антител с определяемым антигеном
(аналитом), который регистрируется инструмен-
тально или визуально. Разнообразные наборы ре-
агентов и методики определения отличаются как
по схемам формирования иммунных комплексов
и способам их регистрации, так и по используе-
мым препаратам антител, которые могут связы-
вать целевые соединения с разной аффинностью
и специфичностью [3]. В этой связи востребовано
сравнение доступных пользователю вариантов,
при выборе из которых крайне важную роль игра-
ет предел обнаружения – минимальная выявляе-
мая концентрация целевого соединения. Для
обоснованного сравнения данная величина
должна быть корректно установлена; особенно-
сти решения этой задачи неоднократно обсужда-
лись применительно к биоаналитическим систе-
мам [4–6].

Чтобы аналитическая методика имела практи-
ческую ценность, предел обнаружения должен
быть ниже или равен концентрации, являющейся
пороговой для принятия решения на основании
результатов анализа пробы (например, предельно
допустимой концентрации в пище опасного для
здоровья вещества или концентрации биомарке-
ра в крови, разграничивающей здоровых и боль-
ных пациентов). Это требование необходимо, но
не достаточно. На сегодняшний день для боль-
шинства значимых биологически активных ве-
ществ уже предложены аналитические методики
с пределами обнаружения, достигшими эти поро-
говые уровни. Однако поиск методик с еще
меньшими пределами обнаружения продолжа-
ется [7–11]. В чем состоят преимущества таких
разработок? Во-первых, информация о присут-
ствии контролируемого соединения даже в кон-
центрации ниже пороговой также позволяет сде-
лать значимые выводы. Например, концентрация
биомаркера некоторой патологии еще недоста-
точно высока, чтобы говорить о заболевании, но
свидетельствует о возможных угрозах для здоро-
вья в будущем и целесообразности профилакти-
ческих мер. Во-вторых, снижение предела обна-
ружения, как правило, сопровождается ростом
точности определения концентраций аналита,
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близких к пороговым. В-третьих, низкий предел
обнаружения обеспечивает запас при работе с
многокомпонентными пробами биологического
происхождения, матрица которых может влиять
на формирование специфических комплексов и
генерацию регистрируемого сигнала. В таких си-
туациях простое разбавление пробы значительно
снижает влияние матрицы на получаемые резуль-
таты.

Существуют и исключения, когда для анали-
тической методики оптимален строго определен-
ный предел обнаружения. Как правило, это при-
суще унифицированным методикам с фиксиро-
ванным разведением пробы (автоматические
анализаторы) или без разведения (полевые обсле-
дования), когда информация о достижении поро-
говой концентрации достаточна для дальнейших
действий, например, для отбраковки коммерче-
ских продуктов с превышением нормативных
требований по уровню контаминант. Однако в
большинстве случаев предельно низкий уровень
выявляемых концентраций все же востребован.

Стремление ко все более низким пределам об-
наружения влияет и на научные разработки. В ве-
дущих журналах, специализирующихся в области
биоаналитических методов, доминируют статьи,
описывающие установление рекордно низких
пределов обнаружения применительно к тому
или иному практически востребованному анали-
ту. Такая гонка иногда негативно сказывается на
качестве и значимости результатов разработок.
Встречаются статьи, в которых предложенные из-
менения аналитической методики не сопровож-
даются значительными изменениями регистри-
руемого параметра и не должны были бы вызвать
столь существенный сдвиг предела обнаружения,
который, тем не менее, декларируется авторами
без объяснения причин и не подтверждается в по-
следующих публикациях.

В этой ситуации важно понимать, какие пре-
делы обнаружения в принципе могут быть до-
стигнуты при известных характеристиках компо-
нентов иммуноаналитической системы – кон-
стантах взаимодействия реагентов, соотношении
между концентрацией образующегося иммунно-
го комплекса и величиной генерируемого им сиг-
нала. Эта информация позволяет научно обосно-
ванно относиться к достигаемым пределам обна-
ружения, подразделяя их на потенциально
возможные и нереалистичные. Более того, зна-
ния о том, какие факторы лимитируют снижение
предела обнаружения, служат основой при выбо-
ре наиболее перспективных подходов к дальней-
шему совершенствованию аналитических систем
и корректного планирования их разработок.

Данный мини-обзор посвящен рассмотрению
факторов, лимитирующих пределы обнаружения

иммуноаналитических систем, и путей преодоле-
ния существующих ограничений.

ОСОБЕННОСТИ РАЗЛИЧНЫХ ФОРМАТОВ 
ИММУНОАНАЛИЗА

Иммуноаналитические методы основаны на
применении антител или их производных в каче-
стве рецепторных молекул. Способность антител
связываться с высокой аффинностью с самыми
различными соединениями (антигенами) обеспе-
чивается генетической вариабельностью опреде-
ленных участков этих молекул и осуществляемом
в организмах животных отборе клонов продуци-
рующих антитела клеток при контакте с соответ-
ствующим антигеном (клонально-селекционная
теория) [12], а также дополнительными процесса-
ми диверсификации антител в организме [13].
Разработан ряд протоколов, позволяющих полу-
чать in vivo или in vitro высокоспецифичные анти-
тела [14–16]. Количество вариантов антител раз-
ной специфичности, которые могут быть нарабо-
таны этими методами, оценивается в десятки
миллионов, а последующая генно-инженерная
модификация антигенсвязывающих сайтов анти-
тел еще больше увеличивает их разнообразие.
При этом, если ранние методики позволяли по-
лучать антитела лишь к биополимерам, то на се-
годняшний день имеется множество антител,
связывающихся с различными низкомолекуляр-
ными соединениями и даже с ионами металлов
[17, 18], селективно распознающих близкие по
структуре молекулы. В каталогах ведущих фирм
представлены десятки тысяч препаратов антител
к различным соединениям.

Иммуноаналитические разработки начина-
лись с методик, в которых комплексообразование
антиген–антитело регистрировалось без допол-
нительных реагентов, например, по формирова-
нию в растворе мутного преципитата или осажде-
нию иммунного комплекса в виде наблюдаемого
невооруженным глазом осадка. Однако величины
пределов обнаружения для таких методик были
весьма высокими, и их применение было оправ-
дано лишь для немногих соединений с высоким
содержанием в биопробах [19]. Для преодоления
этого ограничения было предложено мечение им-
мунореагентов соединениями, выявляемыми в
низких концентрациях. В качестве таких марке-
ров в разных разработках применяют изотопы,
ферменты, флуорофоры [20]. Чтобы измерить ко-
личество образовавшихся иммунных комплек-
сов, успешно используется иммобилизация реа-
гентов на носитель и его отмывка после проведения
иммунной реакции, удаляющая несвязавшиеся ре-
агенты и компоненты пробы (гетерогенные схемы
анализа). Существуют и безразделительные (го-
могенные) схемы анализа, однако они требуют
существенных изменений свойств маркера при
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включении в иммунный комплекс и, как прави-
ло, более чувствительны к влиянию матрицы те-
стируемых проб [21]. При этом, если в начале раз-
работок гомогенных методов иммуноанализа в
основном предлагалось использовать модуляцию
активности ферментного маркера в комплексе с
антителами [22], то разрабатываемые сейчас ме-
тодические решения преимущественно основаны
на процессах переноса энергии между донором и
акцептором, объединяемых в результате реакции
антиген–антитело [23–25].

Рис. 1 схематично демонстрирует разнообра-
зие иммуноаналитических методов и смещение
новых разработок в область более низких опреде-
ляемых концентраций. Отметим, что на сего-
дняшний день массовое практическое примене-
ние нашли лишь немногие из этих методов – им-
муноферментный анализ с колориметрическим и
люминесцентным детектированием, иммунохро-
матография и, для ряда низкомолекулярных ана-
литов, поляризационный флуоресцентный им-
муноанализ. Для соединений, контролируемых в
высоких концентрациях, по-прежнему применя-

ют агглютинационные методы из-за их методиче-
ской простоты. Радиоиммунные методы анализа,
пережившие бум во второй половине прошлого
века, сейчас используют все реже. Учитывая эту
консервативность, следует понимать, что успех
какой-то новой разработки по снижению предела
обнаружения сам по себе не гарантирует ее после-
дующей популярности как средства массовой диа-
гностики. Для такого перевооружения аналитиче-
ских лабораторий должно совпасть много факторов
как научно-организационного (применимость для
многих аналитов, создание приборной базы), так и
социального характера.

Предложено большое число классификаций
форматов иммунохимического анализа, основан-
ных на отличиях по типу используемых маркеров,
составу определяемых иммунных комплексов и
последовательности их формирования [28, 29].
При рассмотрении вопросов о пределах обнаруже-
ния, достигаемых в разных форматах иммуноана-
лиза, первоочередное значение имеет их разделение
на односайтные (конкурентные) форматы, исполь-
зуемые при определении низкомолекулярных ан-

Рис. 1. Концентрации аналитов, определяемые с помощью различных иммуноаналитических методов (на основании
данных [26, 27]). Расположение методов сверху вниз соответствует примерному хронологическому порядку их появ-
ления.
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тигенов с единственной антигенной детерминантой
(сайтом связывания антител), и двухсайтные (сэнд-
вич) форматы, применяемые для более крупных
антигенов с несколькими детерминантами. Рис. 2
демонстрирует принципиальное отличие этих
форматов, приводящее к разному ходу концен-
трационной зависимости аналитического сигна-
ла (обеспечиваемого связыванием маркера с но-
сителем).

В последние годы активно развиваются некон-
курентные форматы иммуноанализа низкомоле-
кулярных соединений. В таких системах преодо-
левается ряд ограничений конкурентных схем,
однако их реализация требует наличия особых ре-
агентов и далеко не для всех аналитов возможна
[30, 31].

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОЦЕНКИ ПРЕДЕЛОВ 
ОБНАРУЖЕНИЯ В ИММУНОАНАЛИЗЕ

В зависимости от способов введения метки и
последовательности формирования детектируе-
мых комплексов сэндвич- и конкурентные фор-
маты анализа разделяются на множество под-
групп. Тем не менее можно рассмотреть про-
стейшие взаимодействия, исключив из
рассмотрения диффузионные ограничения и
различия индивидуальных молекул в препаратах
антигенов и антител. Для таких систем возможны
общие алгебраические решения, определяющие за-
висимость регистрируемого сигнала от концентра-

ции выявляемого соединения в пробе. Анализ этих
математических описаний, проведенный Джексо-
ном и Экинсом [32], позволил охарактеризовать
градуировочные зависимости неконкурентного и
конкурентного иммуноанализа, связь их парамет-
ров со свойствами антител. Развивая этот подход,
Тейлор и соавт. [33] включили в рассмотрение ре-
альные особенности вариации фонового сигнала
и показали соответствие теоретических прогно-
зов экспериментальным данным. В соответствии
с проведенными расчетами предел обнаружения
иммуноанализа для конкурентных форматов
определяется аффинностью антител и воспроиз-
водимостью сигнала в отсутствие аналита (уравне-
ние (1)), а для неконкурентных форматов – этими
двумя параметрами, а также аффинностью взаимо-
действий реагентов и компонентов пробы в анали-
тической системе, приводящих к неспецифическо-
му связыванию маркера (уравнение (2)):

(1)

(2)

где σmin, 0 – минимальная теоретически возмож-
ная концентрация, отклик для которой соответ-
ствует стандартному отклонению при нулевой
концентрации аналита; CV0 – коэффициент ва-
риации отклика системы при нулевой концентра-
ции аналита; Ka – равновесная константа связы-
вания при образовании иммунного комплекса;
Kn – средняя константа связывания при неспеци-
фическом взаимодействии.

min, 0 0 a CV ,Kσ =

min, 0 0 aCV ,nK Kσ =

Рис. 2. Принципиальные схемы конкурентного и сэндвич-иммуноанализа.
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сигнал возрастает
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Учитывая, что хорошие для аналитического
применения антитела характеризуются константа-

ми связывания с антигеном порядка 108–1010 М–1, а

рекордные антитела – до 1012 М–1, предел обнару-
жения в конкурентном анализе низкомолекуляр-
ных (до 1 кДа) соединений может достигать пико-
молярных концентраций, а фемтомолярные
уровни должны подтверждаться крайне высокой
аффинностью антител.

В случае сэндвич-анализа теоретические рас-
четы не устанавливают категорических запретов
для чрезвычайно низких пределов обнаружения,
однако неспецифические взаимодействия и чув-
ствительность детектирования маркера лимити-
руют это снижение [34].

На сегодняшний день разработан теоретиче-
ский аппарат, описывающий особенности взаи-
модействий реагентов в разных более сложных
иммуноаналитических системах со своими осо-
бенностями локализации реагентов в простран-
стве, порядка их добавления и перемещения. Та-
кие модели предложены, в частности, для радио-
иммунного [35, 36], иммуноферментного [37–39]
и иммунохроматографического [40–44] анализа,
а также для других иммуноаналитических систем
[45–53]. Недавние обзоры [29, 54] суммируют
разнообразие используемых в этих моделях под-
ходов. Хотя в ряде систем возникают дополни-
тельные средства усиления сигнала, общие зако-
номерности, сформулированные Джексоном и
Экинсом, продолжают для них выполняться, но
могут сопровождаться более сложными матема-
тическими описаниями требований к минималь-
но возможным пределам обнаружения. Именно
эти особенности и имеются в виду, когда в неко-
торых работах декларируется преодоление порога
Джексона−Экинса [55, 56]. Радикальное измене-
ние критериев для предела обнаружения стано-
вится возможным лишь при переходе от обычных
концентрационных зависимостей аналитическо-
го сигнала к регистрации единичных иммунных
взаимодействий (см. ниже).

ВОЗМОЖНОСТИ ВОЗДЕЙСТВИЯ 
НА ФАКТОРЫ, ЛИМИТИРУЮЩИЕ 

ВЕЛИЧИНЫ ПРЕДЕЛОВ ОБНАРУЖЕНИЯ

С учетом изложенных выше общих закономер-
ностей рассмотрим инструментарий, который
может быть использован при разработке высоко-
чувствительных иммуноаналитических систем.
Детальное обсуждение крайне разнообразных
конкретных работ значительно увеличило бы
объем текста, нарушив концепцию мини-обзора.
Мы ограничимся перечислением принципиаль-
ных методических решений, адресуя читателей к
их детализации в указываемых публикациях, пре-
имущественно обзорных.

Прежде всего, предлагаемая методика должна
быть оптимизирована: определено сочетание ее
параметров – концентраций реагентов, продол-
жительностей стадий, характеристик реакцион-
ной среды и др., которое обеспечивает минималь-
ный предел обнаружения аналита при сохране-
нии приемлемой точности количественного
определения его концентрации [57, 58]. Большая
часть публикуемых разработок по иммуноанали-
зу включает такую оптимизацию как серию по-
следовательных экспериментов с варьированием
каждого из параметров. Однако влияние этих па-
раметров на предел обнаружения может быть за-
висимым друг от друга, и корректный выбор оп-
тимума требует более детальной многофакторной
оптимизации. Соответствующий инструмента-
рий аналитической химии успешно адаптирован
и апробирован для иммуноанализа [59–61] и не-
сомненно эффективен, несмотря на некоторую
трудоемкость и сложность обработки данных. От-
метим, что часть параметров (например, рН, ион-
ная сила реакционной среды, концентрации де-
тергентов) может быть выбрана в монопарамет-
рических экспериментах, так как их оптимальные
значения не зависят от других параметров. С учетом
этого выбора многофакторную оптимизацию мож-
но ограничить влияющими друг на друга концен-
трационными и временными параметрами.

Качество используемых в иммуноанализе ан-
тител, несомненно, имеет важное значение. По-
мимо скрининга коммерчески доступных и полу-
чаемых в лаборатории препаратов антител, изме-
нение их связывающих свойств может быть
достигнуто генетическим дизайном антиген-свя-
зывающих сайтов [62–64], а также методами
клик-химии [65], с помощью которых можно ко-
валентно связывать молекулы в комплексах им-
мунореагентов [66]. Однако, как следует из рас-
смотренных выше закономерностей, далеко не
всегда аффинность иммунного взаимодействия
является фактором, лимитирующим снижение
предела обнаружения. К тому же кинетическая
константа ассоциации у разных антител к одному
и тому же соединению близка, будучи обуслов-
ленной диффузионной подвижностью в растворе
и площадями участков связывания на поверхно-
стях реагирующих молекул. Отличия разных про-
изводных антител (Fab-фрагментов, наноанти-
тел) в этом отношении невелики, хотя такие про-
изводные востребованы в новых разработках
благодаря другим своим преимуществам – мень-
шему размеру, стабильности, простоте модифи-
кации и пр. [67, 68]. Рост аффинности в таких си-
туациях определяется, прежде всего, кинетиче-
скими константами диссоциации, а их вклад в
количество иммунных комплексов проявляется
лишь при продолжительных инкубациях. Боль-
шое значение имеет также соотношение аффин-
ностей у нативных и модифицированных моле-
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кул. В частности, в конкурентном формате имму-
ноанализа с мечением антигена более низкая
аффинность меченого препарата по сравнению с
нативным сдвигает рабочий диапазон и предел
обнаружения в сторону более низких концентра-
ций [69]. Еще один значимый фактор – би- и по-
ливалентность молекул иммуноглобулинов, ко-
торая обеспечивает возможность образования
множественных связей с поливалентным антиге-
ном, но становится негативным фактором, когда
моновалентный аналит конкурирует с полива-
лентным антигенным препаратом за связывание
с антителами [70]. В таких ситуациях может быть
оправдана замена полномерных молекул антител
на их моновалентные фрагменты.

Критичным для обеспечения низкого предела
обнаружения является достижение реакцией ан-
тиген–антитело химического равновесия, осо-
бенно в ситуациях, когда из-за тех или иных
практических потребностей тестирование долж-
но быть проведено за несколько минут. Диффу-
зионно-обусловленные ограничения взаимодей-
ствий между иммобилизованным и находящимся
в растворе иммунореагентом могут быть преодо-
лены с использованием так называемых гомоген-
но-гетерогенных форматов анализа, в которых
носитель с антителами вначале диспергирован в
объеме, а после быстрой гомогенной реакции с
антигеном осаждается и таким образом отделяет-
ся от непрореагировавших компонентов реакци-
онной смеси. В качестве таких носителей могут
использоваться водорастворимые полиэлектро-
литы (отделяемые добавлением противоионов),
другие полимеры, а также магнитные частицы
[71–73]. Дополнительный выигрыш при этом
можно получить, если осажденные иммунные
комплексы ресуспендируются в меньшем объеме
по сравнению с исходным объемом тестируемой
пробы. Помимо этого, для ускорения иммунной
реакции предложено использовать ультразвук
[74, 75], повышение мобильности молекул в рас-
творе с помощью наномоторов [76–79]. Ряд пер-
спективных результатов получен для микрофлю-
идных систем с концентрированием выявляемых
иммунных комплексов в микроканалах [80, 81], в
том числе в сочетании с центрифугированием [82].

Важно проведение аналитических реакций в
условиях, когда используемые антитела сохраня-
ют реакционную способность. Их химическая
модификация и иммобилизация часто приводят к
инактивации, что снижает степень связывания
маркера и препятствует высокочувствительному
определению образующихся иммунных комплек-
сов. Для преодоления этого ограничения исполь-
зуют различные способы ориентированной им-
мобилизации, в том числе посредством взаимо-
действия антител с реагентами, распознающими
удаленные от антиген-связывающих сайтов
участки молекулы и тем самым максимально со-

храняющие доступность этих сайтов для иммун-
ного взаимодействия [83–85].

Еще один важный ресурс – использование в
иммуноанализе маркеров, достоверно выявляе-
мых в низких концентрациях. Разные варианты
маркеров рассматривались на ранних этапах раз-
вития иммуноферментного анализа, но сейчас
существующие разработки ограничены неболь-
шим числом ферментов, наиболее широко ис-
пользуемыми из которых являются пероксидаза и
щелочная фосфатаза. Однако продолжаются ак-
тивные исследования по поиску наиболее эффек-
тивных субстратных растворов, прежде всего, для
систем с люминесцентной регистрацией продукта,
показавших существенные выигрыши в пределах
обнаружения по сравнению с колориметрическими
системами [86, 87]. В иммуноаналитических систе-
мах с электрохимической регистрацией сигнала ак-
тивно применяются и другие ферменты – глюкозо-
оксидаза, ацетилхолинэстераза и др.

Активно рассматриваются новые наночасти-
цы – маркеры для различных иммуноаналитиче-
ских систем (рис. 3). Варьирование химического
состава (и соответственно спектральных характе-
ристик), размеров, формы наночастиц позволяет
значительно изменить величину сигнала, реги-
стрируемого от единичного иммунного комплек-
са. Разнообразие разработок в этом направлении
представлено в ряде обзоров [88–93]. Отметим,
что возможности новой кандидатной наночасти-
цы могут быть оценены ее простой и быстрой
“паспортизацией” по физико-химическим пара-
метрам, т.е. не требуют полного цикла экспери-
ментов по разработке и характеристике иммуно-
аналитической системы [94].

Эффекты гигантского комбинационного рас-
сеяния на поверхности наночастиц также облада-
ют значительным потенциалом для снижения
предела обнаружения [95–97]. Хотя реализован-
ные на практике разработки часто уступают тео-
ретическим ожиданиям, на сегодняшний день
большая часть рекордных по пределам обнаруже-
ния иммуноаналитических систем с использова-
нием наночастиц относится именно к таким мар-
керам. При снижении стоимости приборного
обеспечения можно ожидать дальнейшего роста
их конкурентного потенциала [98, 99].

Особый интерес представляют неоптические
варианты регистрации наномаркеров – термо-
метрия, магнитометрия и др. [100–103]. В таких
системах можно обеспечить крайне низкий фо-
новый сигнал и, в полном соответствии с теоре-
тическими предсказаниями, достоверно опреде-
лять низкие концентрации аналитов. Отдельно
отметим методики иммуноанализа с масс-спек-
трометрической регистрацией маркера, характе-
ризующиеся весьма низкими пределами обнару-
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жения, но требующие сложного и дорогостояще-
го приборного обеспечения [104].

Достоинством флуоресцентных маркеров –
как органических, так и нанодисперсных – также
является возможность выбора препаратов с дли-
нами волн возбуждения и эмиссии, исключающи-
ми влияние компонентов пробы на регистрируе-
мый сигнал. Низкий фон позволяет, увеличивая
интенсивность возбуждающего света, наращивать
отклик аналитической системы и достоверно
определять низкие концентрации аналитов. Воз-
можности флуоресцентных маркеров в иммуноана-
лизе представлены в недавних обзорах [105–108].

Следующий класс перспективных направле-
ний для снижения предела обнаружения в имму-
ноанализе – амплификационные методы, когда
исходно связавшийся с иммунным комплексом
единичный маркер генерирует или связывает
значительное число регистрируемых молекул или
частиц. Описан ряд вариантов такой амплифика-
ции [109–116]:

• высвобождение молекул маркера из общего
носителя (например, липосомы);

• высвобождение с поверхности частицы мно-
гих независимо регистрируемых молекул-зондов;

• образование на основании одной связанной
наночастицы агрегатов из десятков и сотен взаи-

модействующих с ней функционализированных
наночастиц;

• наращивание наночастиц-маркеров восста-
новлением солей металлов на их поверхности;

• использование наночастиц-нанозимов, ка-
тализирующих трансформацию субстратов в
определяемые продукты, и др.

Применение в качестве маркеров нанозимов –
наночастиц металлов, обладающих каталитиче-
скими свойствами, – позволяет использовать их
высокую толерантность к условиям среды, инак-
тивируя каталитическую активность компонен-
тов пробы и после этого регистрируя активность
нанозима с крайне низким фоновым сигналом
[117, 118].

В ряде разработок иммунохимические взаимо-
действия интегрируются с широко известными
методами амплификации, используемыми в мо-
лекулярно-генетических разработках. Так, прин-
цип полимеразной цепной реакции (ПЦР), поз-
воляющей многократно удваивать выявляемую
олигонуклеотидную цепочку посредством цик-
лов ферментативного синтеза комплементарных
последовательностей и их высвобождения при
высокотемпературной обработке, может служить
заключительным этапом иммунохимического
анализа с включением в иммунный комплекс
олигонуклеотидного маркера [119–122].

Рис. 3. Основные наночастицы, используемые в иммуноанализе.
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К сожалению, разработки, непосредственно

направленные на минимизацию фонового связы-

вания маркера в иммуноанализе, крайне разроз-

нены и решения, предлагаемые для одних систем,

часто оказываются непригодными для других.

Поэтому универсальный используемый разра-

ботчиками методический аппарат сводится к не-

многим давно известным подходам, таким как

применение детергентов. Учитывая критерий

Джексона–Экинса, новые общие решения по

снижению неспецифического сигнала могут вне-

сти существенный вклад в борьбу за низкие пре-

делы обнаружения иммуноаналитических

систем.

Как уже отмечалось, в последние годы наблю-

дается рост количества публикаций, описываю-

щих новые методические решения в иммуноана-

лизе и достигаемые с их помощью рекордно низ-

кие пределы обнаружения. Полезно, по мнению

авторов, сформулировать критерии, позволяю-

щие оценить перспективы предлагаемого подхо-

да, шансы получить сходные выигрыши при ра-

боте с другими аналитами и иммунореагентами.

Соответствующие признаки суммированы в

табл. 1. Надеемся, что эти критерии могут быть

полезными и при планировании собственных

экспериментов, способствовать усилению дока-

зательной базы при представлении результатов

исследований.

Таблица 1. Критерии оценки описаний иммуноаналитических систем

Разработка иммуноаналитической системы с низким пределом обнаружения 

имеет следующие шансы воспроизведения и дальнейшего применения:

высокие, если: низкие, если:

Ее преимущества подтверждены сравнением с серий-

ным иммуноанализом, реализованным с использова-

нием тех же иммунореагентов

Сравнение ограничивается ссылкой на публикацию 

предшественников

Количественные отличия нового подхода к генерации 

аналитического сигнала сопоставимы с отличиями 

физических свойств компонентов, используемых для 

этой генерации

Преимущества нового подхода обосновываются 

только качественным комментарием об отличии 

свойств используемых компонентов

Ожидаемые концентрации иммунореагентов в реакци-

онной среде и константы их взаимодействия (ограни-

ченные свойствами антител) позволяют ожидать 

формирование иммунных комплексов в количествах, 

достаточных для воспроизводимого отклика системы

При заявленном пределе обнаружения на объем про-

ведения реакции приходятся единичные иммунные 

комплексы

Представлены экспериментальные данные по опреде-

лению аналитов в концентрациях, близких к пределу 

обнаружения

Достижение предела обнаружения обосновывается 

исключительно расчетом по 3σ-критерию

Относительные стандартные отклонения на градуировоч-

ной кривой сопоставимы с погрешностями пипетирова-

ния (инжектирования) реагентов и резко не различаются 

для высоких и низких концентраций аналита

Заявленный предел обнаружения достигается благо-

даря резкому снижению относительных стандартных 

отклонений сигнала в области низких концентраций

Показано отсутствие влияния на специфическое взаи-

модействие основных компонентов проб для их реаль-

ных концентраций в биоматрицах

Изучение селективности взаимодействий сводится к 

тестированию чистых растворов аналита и других 

веществ в сопоставимых концентрациях

Подтверждена возможность тестирования неразбав-

ленных или разбавленных в несколько раз биопроб

Апробация в биоматрицах ограничивается определе-

нием аналита при добавлении к пробе, разбавленной в 

десятки-сотни раз (что означает пропорционально 

худший предел обнаружения в расчете на исходный 

объем биопробы)

Для биопроб, используемых в качестве отрицательного 

контроля, отсутствие аналита в концентрациях вплоть 

до предела обнаружения разрабатываемого метода под-

тверждено альтернативным высокочувствительным 

методом

Отсутствие аналита в отрицательном контроле посту-

лируется без данных об использованном для проверки 

методе и его пределе обнаружения
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АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ РЕШЕНИЯ 
В ИММУНОАНАЛИЗЕ, ДЕТЕКТИРОВАНИЕ 

ЕДИНИЧНЫХ МОЛЕКУЛ

Детектирование единичных молекул можно
рассматривать как крайний вариант амплифика-
ции сигнала, когда результатом одного взаимо-
действия становится существенное изменение
свойств в макрообъеме. В принципе, решение та-
ких задач хорошо известно физикам, на протяже-
нии десятилетий успешно регистрирующим еди-
ничные заряженные частицы в камере Вильсона
или пузырьковой камере – детекторе, заполнен-
ном переохлажденным перенасыщенным паром,
в котором заряженная частица инициирует кон-
денсацию водяных капель и треков из этих капель
вдоль своего движения.

Данное сравнение наглядно демонстрирует два
основных требования к детектору единичных мо-
лекул – трансформация единичного события на
наноразмерном уровне в детектируемый сигнал и
крайне низкая вероятность инициации такого же
сигнала любыми другими компонентами пробы
или реакционной среды. В биохимическом анали-
зе нельзя достоверно говорить о выявлении един-
ственной молекулы, так как наблюдаемый сигнал
может быть вызван не ее связыванием, а каким-то
из многих возможных неспецифических взаимо-
действий. Однако статистически достоверное от-
личие между интенсивностью сигнала при тести-
ровании пробы и при эксперименте с объектом, в
котором гарантировано отсутствие целевого ана-
лита, дает основу для вывода об обнаружении це-
левого соединения (реально речь может идти как
минимум о нескольких десятках молекул в охарак-
теризованном объеме пробы).

Существующее разнообразие разработок по де-
тектированию методами иммуноанализа единич-
ных молекул охарактеризовано в недавних обзорах
[9, 123–130]. Отметим следующие основные на-
правления таких разработок:

• генерация сигнала на сенсорной поверхно-
сти с множеством микроячеек, при котором свя-
зывания единичного маркера в ячейке достаточ-
но для генерации в ней сигнала, регистрируемого
обычно методом флуоресцентной микроскопии;

• изменение проницаемости мембраны с мик-
ропорами, которые блокируются рецепторными
молекулами и открываются при их связывании с
молекулами аналита;

• комплексообразование флуоресцентных на-
ночастиц за счет иммунных взаимодействий, ре-
гистрируемое в капиллярных ячейках;

• изменение проводимости полевых транзи-
сторов, вызываемое связыванием с единичными
чувствительными участками нанометровых раз-
меров;

• атомно-силовая регистрация единичных
иммунных комплексов на поверхности, сканиру-
емой с помощью микрощупов-кантеливеров, вы-
являющих перепады уровня на наноразмерном
уровне, которые трансформируются в сдвиг луча
в детекторе и таким образом регистрируются;

• фишинг единичных молекул антигенов на
поверхности посредством ее сканирования кан-
теливерами с иммобилизованными рецепторны-
ми молекулами.

Некоторые методические решения для реги-
страции единичных молекул уже реализованы
в серийно производимых приборах и их реа-
гентном обеспечении – Single Molecule Array
(Simoa™) фирмы “Quanterix”, Single Molecule
Counting (SMC™) Erenna® фирмы “Millipore
Merck”, Ion Torrent™ от “Thermo Fisher” и др.

ОЦЕНКА ПЕРСПЕКТИВ РАЗВИТИЯ 
ИММУНОАНАЛИТИЧЕСКИХ МЕТОДОВ

Поскольку приведенное выше изложение бы-
ло ориентировано в основном на демонстрацию
разнообразия подходов к снижению пределов об-
наружения в иммуноанализе, имеет смысл в за-
ключение выделить наиболее активно развиваю-
щиеся разработки и практические задачи, для ре-
шения которых наиболее востребовано их
применение.

Наибольшее число публикаций в ведущих
журналах, рассматривающих иммуноаналитиче-
ские разработки, посвящено: 1) новым маркерам,
2) новым схемам усиления сигнала с участием не-
скольких реагентов, 3) новым вариантам геомет-
рии тест-систем и расположения последователь-
но взаимодействующих реагентов. Все эти на-
правления предоставляют много возможностей
предложить новую аналитическую систему и, при
убедительной демонстрации ее преимуществ,
расширить арсенал биометодов.

Какая практически значимая информация мо-
жет быть получена с помощью новых высокочув-
ствительных разработок в области иммуноанали-
за? Не претендуя на полноту перечня, отметим
несколько таких задач в разных областях приме-
нения:

– совершенствование клинических методов
диагностики заболеваний, требующих выявления
маркеров в ультранизких концентрациях;

– простой внелабораторный контроль состоя-
ния здоровья с неинвазивным отбором биопроб.
Тут наиболее востребованы быстрые тест-методы
иммуноанализа;

– мониторинг воздуха и воды для оперативно-
го выявления опасных соединений;

– быстрое одновременное определение мно-
гих аналитов в одной пробе малого объема.
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Эффективное решение этих задач возможно
лишь в сочетания с форматами иммунодиагно-
стики, позволяющими определять низкие кон-
центрации аналитов, поэтому рассмотренные в
обзоре разработки представляются крайне вос-
требованными.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант 19-14-00370).

Авторы благодарят Н.А. Таранову за подготов-
ку иллюстративного материала.
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