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Предложен способ снижения предела обнаружения иммуноферментного анализа Х-вируса картофе-
ля, основанный на множественном введении тирамина в иммунные комплексы и последующей де-
текции ферментной метки. При проведении иммуноферментного анализа постадийно формировался
“сэндвич” комплекс, содержащий иммобилизованные антитела – Х-вирус картофеля–конъюгат пе-
роксидазы хрена с антителами к вирусу. Пероксидаза катализировала множественное введение тира-
мин-биотиновой метки в белковые молекулы, обеспечивая амплификацию сигнала при добавлении
конъюгата стрептавидин–полипероксидаза. Установлены условия анализа, обеспечивающие высо-
кую степень амплификации и минимальный фоновый сигнал. Использование тираминовой ампли-
фикации позволяло снизить предел обнаружения более чем в 30 раз (с 100 до 3 нг/мл) при анализе в
буфере и экстрактах листьев картофеля, незначительно увеличивая его продолжительность. Тира-
миновая амплификация основана на использовании универсальных реагентов и может быть приме-
нена для снижения предела обнаружения иммуноферментного анализа других антигенов.
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В настоящее время иммуноферментный ана-
лиз (ИФА) широко используется для детекции
целевых аналитов в медицинской диагностике [1],
пищевой промышленности [2], ветеринарии [3] и
мониторинге окружающей среды [4, 5]. Наиболь-
шее распространение получил ИФА в гетероген-
ном микропланшетном формате. Использование
твердого носителя позволяет проводить разделе-
ние свободных и связавшихся иммунореагентов
путем промывки его лунок. Комплексы антиге-
нов и специфических антител, образующиеся при
ИФА, выявляются с помощью конъюгатов имму-
нореагентов с ферментами, которые детектиру-
ются по каталитической активности. В ИФА в ка-
честве метки наиболее распространена перокси-
даза хрена (ПХ) [6].

Однако, несмотря на высокую каталитиче-
скую активность ПХ, в ряде случаев предел обна-
ружения ИФА, который для поливалентных ан-
тигенов (белков, вирусов и клеток) лимитируется
чувствительностью детекции метки, оказывается
недостаточным. Для высокочувствительного ИФА

может быть использован подход, основанный на
детекции оптических свойств наночастиц (длина
волны максимума поглощения и значение макси-
мального поглощения), изменяющихся при их
взаимодействиях и модификациях [7]. Другой
подход для снижения предела обнаружения ИФА
основан на амплификации количества детектиру-
емых молекул методом полимеразной цепной ре-
акции (иммуно-ПЦР) [8].

В данной работе представлена схема ИФА, ос-
нованная на множественном ковалентном введе-
нии тираминовых производных (биотин-тира-
мин). В работе [9] было показано, что ПХ способна
активировать тирамин с образованием высокоак-
тивного свободного радикала, который связывает-
ся с тирозиновыми остатками белков, приводя к
ковалентному связыванию тирамина с белковы-
ми молекулами. Структурная формула тирамина
представлена на рис. 1. Формирование активных
радикалов обеспечивает свободная гидроксиль-
ная группа в его молекуле, а синтез конъюгатов
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с биотином (или иными метками) – аминогруп-
па [10].

Амплификация основана на введении в белко-
вые молекулы множества молекул тирамина, бла-
годаря чему обеспечивается включение в состав
иммунных комплексов большего количества мет-
ки – флуорофора [11], фермента [12] и др. Тира-
миновая амплификация была использована для
снижения предела обнаружения различных фор-
матов иммуноанализа [13–17].

Цель работы – разработка ИФА с тирамино-
вой амплификацией для высокочувствительной
детекции Х-вируса картофеля (ХВК), одного из
основных его патогенов [18], и подбор условий
его проведения для растительных проб с высоким
уровнем эндогенных пероксидаз, обеспечиваю-
щих минимальный неспецифический сигнал.

МЕТОДИКА

ХВК выделяли из зараженных растений карто-
феля методом экстракции/осаждения и последу-
ющего градиентного центрифугирования, как
описано в [19]. Получение и характеристика мо-
ноклональных антител клона 3G4, специфичных
к ХВК, приведены в [20], а поликлональных анти-
тел к ХВК − в [18]. В работе использовали диме-
тилформамид (ДМФ), 3,3',5,5'-тетраметилбензи-
дин (ТМБ), конъюгат стрептавидин-полиперок-
сидаза, периодат натрия, триэтиламин, тирамин
гидрохлорид, цианоборогидрид натрия и перок-
сидазу хрена (“Sigma”, США), диметилсульфок-
сид (ДМСО), бычий сывороточный альбумин
(БСА) и биотин-N-гидроксисукцинимид (“MP
Biomedicals”, Великобритания), яичный альбу-
мин (ЯА) (“Bioreba”, Швейцария), этаноламин
(“ICN Pharmaceuticals”, США) и пероксид водо-
рода (“Химмед”, Россия). Все соли, кислоты и
растворители были химической чистоты.

Для проведения ИФА использовали 96-луноч-
ные прозрачные полистироловые микропланше-
ты Costar 9018 (“Corning Costar”, США). Отмывку
лунок микропланшетов от не связавшихся реа-
гентов проводили с помощью автоматического
моющего устройства Biochrom Anthos Fluido 2
(“Biochrom”, Великобритания), а измерения ин-
тенсивности окраски в лунках по окончании
ИФА – микропланшетного спектрофотометра
PerkinElm (“PerkinElmer”, США). Для получе-
ния спектров поглощения использовали спек-

трофотометр Biochrom Libra S80 (“VBW”, Вели-
кобритания).

Синтез конъюгатов поликлональных антител с
пероксидазой хрена. ПХ конъюгировали с антите-
лами, используя метод периодатного окисления
[21]. К раствору ПХ (10 мг/мл в 50 мМ калий-фос-
фатном буфере, pH 7.4, содержащем 0.1 М NaCl,
ФБС) добавляли периодат натрия до конечной
концентрации 8 мМ и инкубировали в течение
20 мин. Окисленную ПХ отделяли с помощью
центриконов (“Merck Millipore”, США) с поро-
гом отсечения 15 кДа, и добавляли к ней поликло-
нальные антитела к ХВК в 200 мМ натрий-карбо-
натном буфере, pH 9.5. Мольное соотношение
ПХ:антитела составляло 5 : 1. Полученную смесь
инкубировали в течение 3 ч, затем добавляли ци-
аноборогидрид натрия до конечной концентра-
ции 50 мкМ и инкубировали в течение 1 ч. Для
блокирования не прореагировавших окисленных
групп ПХ добавляли этаноламин до конечной
концентрации 50 мМ и инкубировали также 1 ч.
Полученный конъюгат диализовали три раза про-
тив ФБС, добавляли глицерин до конечной кон-
центрации 50% и хранили при – 24°C.

Синтез конъюгата тирамин-биотин. Для конъ-
югирования тирамин (55 мМ) и биотин-N-гид-
роксисукцинимид (66 мМ) растворяли в безвод-
ном ДМСО и смешивали их равные объемы. В ре-
акционную смесь добавляли 30 мМ триэтиламина
и выдерживали при постоянном перемешивании и
комнатной температуре в течение 3 ч. Для блоки-
рования избытка активированных групп добавля-
ли этаноламин до конечной концентрации 20 мМ
и инкубировали 1 ч. Полученный раствор конъ-
югата смешивали с равным объемом этанола и
хранили при 4°C [22].

Приготовление экстрактов листьев картофеля.
Свежесрезанные листья здоровых и инфициро-
ванных ХВК растений картофеля помещали в
ФБС с добавлением 0.05% детергента Тритон
X-100 (ФБС-Т). Соотношение лист:буфер по мас-
се составляло 1 : 15. Листья тщательно измельчали
в ступке в течение 30 с и использовали для анали-
за без дальнейшей пробоподготовки. Для приго-
товления искусственно контаминированных экс-
трактов в экстракты листьев здоровых растений
вносили ХВК в известных концентрациях.

Проведение ИФА. На поверхность лунок мик-
ропланшета сорбировали моноклональные анти-
тела клона 3G4 (2 мкг/мл в ФБС) в течение 2 ч
при 37°C. Микропланшет пятикратно промывали
ФБС-Т. Для блокирования поверхности в лун-
ки микропланшета вносили раствор БСА или
ЯА (3 мг/мл) и выдерживали в течение 1 ч при
37°С. Далее микропланшет пятикратно промыва-
ли ФБС-Т. Затем в лунки микропланшета добав-
ляли по 100 мкл проб, содержащих ХВК в концен-
трациях от 500 до 0.008 нг/мл (или экстракт с не-

Рис. 1. Структурная формула молекулы тирамина.
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ПАНФЁРОВА и др.

известным содержанием ХВК), инкубировали в
течение 1 ч при 37°С и после этого пятикратно
промывали ФБС-Т. Далее в лунки микроплан-
шета добавляли 100 мкл конъюгата ПХ с антите-
лами к ХВК в ФБС-Т в различных разбавлениях
(1 : 7000, 1 : 5000, 1 : 2000 и 1 : 1000), инкубировали
в течение 1 ч при 37°С и промывали ФБС-Т. В
лунки микропланшета добавляли раствор суб-
страта, содержавший ТМБ (0.4 мМ) и Н2О2
(3 мМ) в 40 мМ Na-цитратном буфере, рН 4.0.
Смесь инкубировали в течение 10 мин при ком-
натной температуре. Ферментативную реакцию
останавливали добавлением 50 мкл 1 М серной
кислоты, и измеряли оптическую плотность при
450 нм (А450). Зависимость оптической плотности
от концентрации ХВК строили с помощью про-
граммы OriginPro 9.0 (“Origin Lab”, США). Предел
обнаружения (ПО) ИФА определяли как количе-
ство ХВК, для которого значение А450 превосходи-
ло сумму оптической плотности для отрицатель-
ного контроля (Blank450) и трех стандартных откло-
нений (СО): ПО ИФА = Blank450 + 3СО.

Проведение ИФА с тираминовой амплификаци-
ей. Сорбцию антител, блокирование поверхности
и добавление пробы с ХВК и конъюгата антите-
ла–ПХ выполняли, как описано выше. После пя-
тикратной промывки ФБС-Т вносили раствор,
содержавший конъюгат тирамин–биотин в кон-
центрации 20 мкМ (на стадии оптимизации варьи-
ровали концентрацию от 100 до 0.1 мкМ) и перок-

сид водорода (0.08%), и инкубировали в течение
10 мин при комнатной температуре. Микроплан-
шет пятикратно промывали ФБС-Т, добавляли
конъюгат стрептавидин–полипероксидаза (1 : 7000
в ФБС-Т) и инкубировали 40 мин при 37°C. После
пятикратной промывки микропланшета ФБС-Т
добавляли раствор субстрата и регистрировали
результаты анализа, как описано в предыдущем
разделе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация условий ИФА. Система с прямым
введением пероксидазной метки имела меньше
этапов, что позволяло снизить неспецифический
фон. Анализ основан на формировании “сэнд-
вич” комплекса, содержавшего адсорбированные
антитела – ХВК – конъюгат ПХ-поликлональные
антитела к ХВК. Для системы без тираминового
усиления на стадии 3 (рис. 2) добавляли ТМБ и
регистрировали А450.

Для снижения ПО и уменьшения неспецифи-
ческого связывания была проведена оптимиза-
ция условий ИФА без/с тираминовой амплифи-
кацией. На каждой из стадий ИФА последова-
тельно варьировали концентрации реагентов,
время инкубации и условия промывки. Опти-
мальными считали параметры, обеспечивающие
наименьший ПО анализа и наименьший неспе-

Рис. 2. Использованные в работе схемы ИФА: без тираминовой амплификации (1–3 – последовательные стадии ана-
лиза) и с тираминовой амплификацией (4, 5 – последовательные стадии анализа). В нижнем ряду приведены графи-
ческие обозначения компонентов формирующихся в ходе ИФА иммунных комплексов. Буквенные обозначения при-
ведены в тексте статьи.
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цифический фон. Полученные результаты сум-
мированы в табл. 1.

Проведенные эксперименты показали, что для
достижения максимального специфического и
минимального неспецифического сигналов не-
обходимо блокировать поверхность микроплан-
шета ЯА (3 мг/мл). В выбранных условиях неспе-
цифическое связывание иммунореагентов на по-
следующих стадиях анализа не наблюдали.
Блокировка позволяла повысить А450 за счет боль-
шего связывания тираминовой метки, активиро-
ванной ПХ, с тирозиновыми остатками блокиру-
ющего ЯА [23]. Все последующие эксперименты
проводили в оптимизированных условиях, вклю-
чающих 5-кратную промывку микропланшета
ФБС-Т, концентрацию конъюгата тирамин–
биотин – 15 мкМ, время инкубации с конъюга-
том тирамин–биотин – 10 мин и разведение
конъюгата стрептавидин–полипероксидаза – 1 :
: 7 × 103 (табл. 1).

ИФА ХВК в буфере с тираминовой амплифика-
цией. Для определения аналитических характери-
стик ИФА анализировали ХВК в буфере при разных

разведениях конъюгата ПХ–антитела – от 1 : 104 до
1 : 105. Зависимость А450 от концентрации ХВК для
ИФА без и с тираминовым усилением представ-
лена на рис. 3.

Из полученных результатов видно, что для
ИФА без тираминовой амплификации детекти-
руемый сигнал наблюдался только при разведе-
нии конъюгата ПХ–антитела 1 : 104 (рис. 3а, кри-
вая 1). ПО ХВК в ИФА без тираминовой амплифи-
кации составлял 100 нг/мл. При использовании
больших разведений конъюгата (1 : 5 × 104 и 1 : 105)
не наблюдалось окрашивания раствора субстрата
даже при высоких концентрациях вируса (более
200 нг/мл).

Для ИФА с тираминовой амплификацией, чем
большее количество ПХ вводили на стадии фор-
мирования сэндвич-комплекса (рис. 2, стадия 3),
тем больше активировалась тираминовая метка и
больше конъюгата стрептавидин-полиперокси-
даза вводилось в состав иммунного комплекса
(рис. 2, стадии 4 и 5). В связи с этим ПО ИФА с
тираминовым усилением зависела от разведения
конъюгата ПХ. Так, при разведении конъюгата

Таблица 1. Результаты оптимизации ИФА без/с тираминовой амплификацией

Стадия ИФА либо 
условия ее проведения Варьируемые пределы

Оптимальное значение для ИФА

без амплификации с амплификацией

Блокировка поверхно-
сти микропланшета

Концентрация белков (БСА, 
ЯА) 2–3 мг/мл или отсут-
ствие блокировки

Не влияет на характери-
стики ИФА

Блокировка ЯА (3 мг/мл) 
снижает фоновый сигнал
и увеличивает специфиче-
ский сигнал

Состав буфера для про-
мывки микропланшета

ФБС-Т
ФБС-Т + 200 мМ NaCl
ФБС-Т + 0.1% Тритон X-100

Не влияет на характери-
стики ИФА

Не влияет на характери-
стики ИФА

Количество промывок 
микропланшета

От 3 до 5 Не влияет на характери-
стики ИФА

Использование 5 отмывок 
незначительно снижает 
фоновый сигнал

Разведение конъюгата 
ПХ-антитела

От 1 : 103 до 1 : 105 Использование конъ-
югата в разведении 1 : 103 
приводит к неспецифи-
ческому фону

Специфический сигнал 
определяется разведением 
конъюгата. При малых раз-
ведениях (1 : 103) наблюда-
ется неспецифический фон

Концентрация конъ-
югата тирамин-биотин

0.1–100 мкМ Не используется 15 мкМ

Время инкубации
с конъюгатом тирамин-
биотин

1–30 мин Не используется 10 мин. Инкубация свыше 
20 мин приводит к высокому 
фоновому сигналу

Разведение конъюгата 
стрептавидин-полипе-
роксидаза

От 1 : 4 × 103 до 1 : 7 × 103 Не используется 1 : 7 × 103. Использование 
разведения 1 : 5 × 103

и менее приводит к высо-
кому фоновому сигналу
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ПХ 1 : 104, 1 : 5 × 104 и 1 : 105 ПО ХВК в буфере ока-
зался равен 3, 10 и 20 нг/мл соответственно
(рис. 3б). Использование меньших разведений
конъюгата ПХ было ограничено неспецифиче-
ским окрашиванием даже в схеме без тирамино-
вой амплификации.

Детекция ХВК в экстрактах листьев картофеля.
Листья картофеля характеризуются высокой эн-
догенной пероксидазной активностью, которая в
используемом ИФА может привести к высокому
фоновому сигналу из-за неспецифического введе-
ния тираминовой метки. Выбранные условия ИФА
(блокировка поверхности и оптимизированные

концентрации реагентов, см. табл. 1) нивелирова-
ли эндогенную пероксидазную активность, что поз-
воляло проводить ИФА в растительных экстрактах.
Зависимости А450 от содержания вируса в раститель-
ном экстракте представлены на рис. 4.

Из полученных результатов (рис. 4б) видно,
что тираминовая амплификация снижала ПО
ХВК в экстрактах листьев картофеля более чем в
30 раз – с 100 до 3 нг/мл.

ИФА с тираминовой амплификацией и без нее
были применены для детекции ХВК в экстракте
листьев картофеля. Были протестированы 9 экс-
трактов до и после их разбавления (в 10, 50, 100,

Рис. 3. Зависимость А450 от концентрации ХВК при проведении ИФА в буфере без тираминового усиления, конъ-
югат ПХ-антитела с разведением 1 : 104 (1), и с тираминовым усилением, конъюгат ПХ-антитела с разведениями
1 : 104, 1 : 5 × 104, 1 : 105 (2–4). а − калибровочные кривые; б − участки кривых при низких концентрациях ХВК.
Уровни А450, соответствующие пределам обнаружения ИФА для калибровочных кривых 2–4, показаны пунктирны-
ми линиями.

2.4
A450

2.0

1.6

1.2

0.8

0

0.4

0.01 0.1 1 10

(a)

100 нг/мл

1

2

3

4

A450

0.75

0.50

0

0.25

0.1 1 10

(б)

нг/мл

2

3

4

Рис. 4. Зависимость А450 от концентрации ХВК при проведении ИФА в экстракте листьев картофеля без тираминового
усиления, конъюгат ПХ-антитела с разведением 1 : 104 (1), и с тираминовым усилением, конъюгат ПХ-антитела с раз-
ведением 1 : 104 (2). а − калибровочные кривые; б − участки кривых, при низких концентрациях ХВК. Уровни А450,
соответствующие пределам обнаружения ИФА для калибровочных кривых 1 и 2, показаны пунктирными линиями.
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200 раз) здоровым экстрактом. Полученные ре-
зультаты представлены в табл. 2.

Использование тираминовой амплификации в
ИФА позволяло детектировать ХВК в сильно раз-
бавленных экстрактах по сравнению с не ампли-
фицированным форматом ИФА. Экстракт ли-
стьев здорового растения (№ 9) показал отрица-
тельный результат в ИФА как с тираминовой
амплификацией, так и без нее.

Сравнение пределов обнаружения анализа без/с
тираминовой амплификации. Показано, тирами-
новая амплификация обладает различной эффек-
тивностью (табл. 3). Разработанный в данной ра-
боте ИФА с тираминовой амплификацией поз-
волил снизить ПО в 30 раз, что оказалось
сопоставимо с ранее описанными реализациями
этого подхода. Следует отметить, что тирамино-
вая амплификация до настоящего времени не ис-

пользовалась при анализе проб с высокой эндо-
генной пероксидазной активностью.

Предложенный формат ИФА был применен
для определения ХВК в экстрактах листьев карто-
феля. Высокая чувствительность детекции фито-
патогенов позволяла выявлять инфицирование
на начальных стадиях и диагностировать латент-
ные инфекции, сопровождающиеся отсутствием
внешних симптомов и накоплением малых коли-
честв патогена.

Таким образом, разработан способ снижения
ПО ХВК методом ИФА, основанный на множе-
ственном введении тираминовой метки. При ана-
лизе экстракта листьев картофеля тираминовая
амплификация с применением ПХ позволила
снизить ПО ХВК с 100 до 3 нг/мл. Тираминовая
амплификация, которая относится к универсаль-
ному методу снижения ПО иммуноанализа, мо-

Таблица 2. Результаты ИФА экстрактов листьев картофеля без/с тираминовой амплификацией

Экстракт Вариант ИФА
Разбавление

10 50 100 200

№ 1 Без амплификации + + – –
С амплификацией + + + +

№ 2 Без амплификации + + + +
С амплификацией + + + +

№ 3 Без амплификации + – – –
С амплификацией + + – –

№ 4 Без амплификации + – – –
С амплификацией + + + –

№ 5 Без амплификации + + + –
С амплификацией + + + +

№ 6 Без амплификации + + – –
С амплификацией + + + +

№ 7 Без амплификации + + + –
С амплификацией + + + +

№ 8 Без амплификации + – – –
С амплификацией + + – –

№ 9 Без амплификации – – – –
С амплификацией – – + –

Таблица 3. Эффективность использования тираминовой амплификации для разных иммуноаналитических си-
стем

Аналит Снижение предела 
обнаружения, раз Матрикс Ссылка

Респираторно-синцитиальный вирус человека 50 Разбавленная сыворотка [10]
Salmonella typhimurium 50 Пробы мяса [24]
Последовательность нуклеиновой кислоты 10–50 Разбавленная сыворотка [25]
Альфа-фетопротеин 17 Разбавленная сыворотка [16]
IgG 10 Буфер [26]
IgG 10 Буфер [27]
Х-вирус картофеля 30 Растительный экстракт Данная работа
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жет быть использована для высокочувствитель-
ной детекции других антигенов.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 14-
14-01131).
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Development of Enzyme-Linked Immunosorbent Assay with Tyramine Amplification 
for the Detection of Potato Virus X
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A method for reducing the detection limit of the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of potato virus
X, based on the multiple administration of tyramine into immune complexes and the subsequent detection of
an enzyme label is proposed. A “sandwich” complex of immobilized antibodies — potato virus X — horseradish
peroxidase conjugate with antibodies to the virus was formed. Peroxidase catalyzes the multiple insertion of a
tyramine-biotin label into protein molecules, providing signal amplification by adding the streptavidin-polyper-
oxidase conjugate. The conditions of the analysis were established to ensure a high degree of amplification and
a minimum background signal. The use of tyramine amplification decreases the detection limit by more than
30 times (from 100 to 3 ng/mL) in the buffer and extracts of potato leaves, slightly increasing its duration. Tyra-
mine amplification is based on the use of universal reagents and can be used to reduce the detection limit of
ELISA of other antigens.

Keywords: enzyme-linked immunosorbent assay, tyramine, potato virus X, lower detection limit, highly sen-
sitive analysis
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