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Резюме

Обзор посвящен характеристике существующего разнообразия иммунохимических 

аналитических систем для внелабораторной диагностики. Определены требования к 

внелабораторным аналитическим системам. Охарактеризованы тенденции их развития, 

связанные с обеспечением экспрессности и производительности тестирования. Описаны 

общие принципы иммуноаналитических методов, реализуемых во внелабораторных 

условиях, включая иммунохроматографию, иммунофильтрацию, иммуноаффинные 

колонки, микрофлюидные тест-системы, портативные варианты иммуноферментного и 

поляризационного флуоресцентного иммуноанализа, оптические методы иммуноанализа 

на основе резонансного переноса энергии, агглютинационный иммуноанализ. 

Представлена сравнительная оценка преимуществ и ограничений этих методов. 
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Abstract

The review describes variety of existing immunoanalytical systems for non-laboratory

diagnostics.  The  criteria  of  portable  field  testing  devices  are  defined.  Actual  trends  in  the

development  of  novel  immunoanalytical  systems  are  characterized,  with  special  attention  to
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rapidity and labour productivity. Basic principles for different kinds of out-of-lab immunoassays

are  described.  The  review  contains  analysis  of  such  immunoassay  formats  as

immunochromatography, immunofiltration, immunoaffinity columns, microfluidic test systems,

portable  versions  of  enzyme  linked  immunosorbent  assays  and  polarization  fluorescence

immunoassays,  optical  immunoassays  based  on resonance  energy transfer,  and agglutination

immunoassays. The comparative evaluation of the advantages and limitations of these methods is

given.

Key words: rapid diagnostic test system, immunoassay

Введение

В  настоящее  время  существует  две  разнонаправленные  тенденции  развития

методов медицинской диагностики: первое направление заключается в создании сложных

автоматизированных систем; второй путь – разработка методов, позволяющих проводить

определения  на  месте  отбора  проб  [1].  Методы,  позволяющие  проводить  анализ  вне

лабораторий,  приобретают  все  большую  популярность.  Такой  режим  исключает

необходимость  в  дорогом  стационарном  оборудовании,  экономит  время  и  средства  на

получение результатов и принятие основывающихся на них решений [2; 3]. В большинстве

внелабораторных  тестов  для  выявления  целевого  соединения  используется  его

специфическое взаимодействие с той  или  иной  биомолекулой  –  реакции  фермент-

субстрат  или  фермент-ингибитор,  лиганд-рецептор,  антиген-антитело  и  др.  Активно

применяются иммунохимические методы, в  основе которых лежит высокоспецифичное

взаимодействие определяемого соединения с соответствующими антителами [4; 5]. 

Настоящий  обзор  посвящен  характеристике  существующего  разнообразия

иммунохимических  аналитических  систем  для  внелабораторной  диагностики.  Следует

подчеркнуть,  что  принадлежность  того или иного формата анализа  к внелабораторным

методам не является раз и навсегда заданным свойством, а отражает современный уровень

развития технологий,  возможность серийного производства тех или иных компонентов,

необходимых для миниатюризации аналитической системы и в то же время обеспечения

высокой  точности  и  воспроизводимости  результатов  измерений.  Иногда  слова  о

внелабораторном  характере  разработанной  тест-системы  являются  «обещанием  на

будущее»,  отражая  лишь  ее  экспрессность  и  портативность  в  отсутствие  технических

решений  для  стабильного  получения  воспроизводимых  результатов  тестирования  во
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внелабораторных условиях. Поэтому при определении границ рассматриваемого в обзоре

разнообразия необходимо установить предельные требования, отражающие практические

представления  о  внелабораторных  аналитических  системах.  Исходя  из  сложившихся  в

аналитической химии и клинической диагностике представлений, такими требованиями

можно считать:

1) Портативность  аналитической  системы  –  объем,  занимаемый  всеми  ее

компонентами  и  дополнительными  приспособлениями,  необходимыми  для

проведения анализа и оценки его результатов, не превосходит 20 х 20 х 20 см;

2) Автономность – отсутствие зависимости от внешних источников энергии или иных

ресурсов при проведении анализа;

3) Методическая простота – возможность проведения анализа сразу после прочтения

инструкции, без освоения каких-либо дополнительных навыков и тренировок;

4) Быстрое  получение  результатов  –  временной  интервал  между  получением

тестируемой  пробы  и  определением  (качественным или  количественным)  в  ней

целевого соединения не должен превосходить 20 минут.

Соответствие этим требованиям позволяет отнести аналитические системы к тест-

методам, или тестам. В соответствии с определением, принятым в аналитической химии,

тест-методами (тестами) называются экспрессные, простые в реализации способы оценки

присутствия и /  или содержания определенного вещества в пробе  [6]. Экспрессность и

простота означают, что тест-методы позволяют проводить идентификацию и определение

содержания аналита за минимальное время на месте отбора проб без  предварительной

трудоемкой пробоподготовки;  при этом проведение всех стадий анализа и регистрации

результатов не требует использования стационарного оборудования.

Далеко не все виды иммунохимического анализа имеют портативные варианты и

допускают  реализацию  во  внелабораторных  условиях.  Так,  например,  классический

иммуноферментный анализ, капиллярный иммуноэлектрофорез, проточно-инжекционный

иммуноанализ характеризуются необходимостью сложного аппаратурного обеспечения и

отсутствием (во всяком случае, на сегодняшний день) компактных тест-систем. Открытым

является вопрос об электрохимических иммуноаналитических тест-системах. Несмотря на

большое  число  разработок  по  их  миниатюризации,  на  сегодняшний  день  отсутствуют

общие  технические  решения,  обеспечивающие  методическую  простоту  использования

таких  систем  (автономное  проведение  анализа  при  сохранении  миниатюризации)  и
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сохранение  высокой  степени  точности  при  работе  с  портативными  системами  во

внелабораторных, не защищенных от внешних воздействий условиях.

В  обзоре  представлена  характеристика  общих  принципов,  сравнительных

преимуществ и недостатков следующих групп иммуноаналитических методов:

 иммунохроматография;

 иммунофильтрация;

 тест-системы на основе иммуноаффинных колонок;

 микрофлюидные тест-системы;

 портативные варианты иммуноферментного анализа (ИФА);

 портативные варианты поляризационного флуоресцентного иммуноанализа;

 оптические методы иммуноанализа на основе резонансного переноса энергии;

 агглютинационный иммуноанализ.

Основная часть

1 Иммунохроматография

Первые разработки иммунохроматографических тест-систем появились около 30

лет назад [7; 8] и были ориентированы на клиническую диагностику. На сегодняшний день

эти  тест-системы  широко  используются  для  целей  медицины,  ветеринарии,  контроля

качества  продуктов  питания  и  мониторинга  окружающей  среды.

Иммунохроматографические  тест-системы  (тест-полоски)  относятся  к  гетерогенным

аналитическим системам. Тест-полоска представляет собой мультимембранный композит,

на  определенные  участки  которого  предварительно  нанесены  все  необходимые  для

анализа иммунореагенты и их комплексы с маркером (рис. 1). Контакт с жидкой пробой

инициирует  движение  ее  компонентов  вдоль  мембран  тест-полоски под  действием

капиллярных  сил,  сопровождающееся  иммунохимическими  взаимодействиями  с

нанесенными  реагентами  [9].  Результатом  анализа  является  формирование  в

определенных участках тест-полоски иммунных комплексов, содержащих маркер. Исходя

из наличия или отсутствия этого связывания, делается качественный вывод о присутствии

в  пробе  аналита  или  о  превышении  им  характерной  для  тест-системы  пороговой

концентрации.  Возможно  количественное  определение  содержания  аналита,

основывающееся  на  интенсивности  окрашивания,  флуоресценции  или  иной

характеристики связанного маркера.
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Рис. 1. Схема иммунохроматографической тест-полоски: 1 – пластиковая подложка; 2 –

мембрана для пробы;  3 – мембрана для конъюгата  маркера с  антителами;  4 – рабочая

мембрана;  5  –  впитывающая  мембрана;  6  –тестовая  зона;  7  –  контрольная  зона  с

антивидовыми антителами

Существуют  варианты  иммунохроматографических  тест-систем,  в  которых

принцип «все реагенты предварительно нанесены на тест-полоску» не соблюдается. Для

усиления  детектируемого  сигнала  могут  использоваться  дополнительные  реагенты,

наносимые  на  тест-полоску  после  иммунохроматографии  [10;  11].  Возможна  также

предварительная инкубация одного из иммунореагентов (например,  раствора конъюгата

коллоидного  золота)  с  пробой,  обеспечивающая  бóльшую  глубину  протекания

иммунохимической реакции в гомогенных условиях по сравнению с взаимодействием при

движении иммунореагентов в потоке вдоль мембран (гетерогенные условия)  [12]. Эти и

другие  подобные  им  приемы  усложняют  тестирование,  позволяя,  однако,  получать

результаты с высокой чувствительностью. Но и такие аналитические наборы могут быть

отнесены к внелабораторным тестам [13; 14].

Пределы обнаружения  для иммунохроматографических  тест-систем колеблются

от  наномолярных  до  микромолярных  концентраций  в  зависимости  от  свойств

иммунореагентов,  маркера  и  способа  детектирования  [15;  16].  Использование

портативных  детекторов  [11] позволяет  в  отдельных  случаях  снизить  эти  пределы  до

пикомолярных  концентраций.  Продолжительность  иммунохроматографического

тестирования варьирует от 5 до 20 минут [17]. 

Иммунохроматографические  тест-системы  –  наиболее  успешно

коммерциализованный  класс  внелабораторных  тестов.  Тест-полоски  для  выявления
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беременности,  контроля  употребления  психоактивных  соединений,  диагностики

инфекционных  заболеваний  производятся  десятками  фирм.  Выпускаются

иммунохроматографические  тест-системы  для  контроля  пищевых  продуктов,

сельскохозяйственного и экологического мониторинга. Ряд фирм предлагает портативные

детекторы  (преимущественно  –  фотометрические)  для  регистрации  результатов

иммунохроматографии.  Существуют  также  российские  портативные  детекторы  [18].  В

последние годы активно ведутся разработки по использованию в качестве альтернативных

детекторов серийных коммуникационных средств – смартфонов, мобильных телефонов,

Google-камеры [19-21].

2 Иммунофильтрация

Одним  из  вариантов  гетерогенного  анализа  является  иммунофильтрация,

основанная  на  использовании  пористых  мембран  или  пористого  сорбента  в  качестве

носителя,  на  котором  иммобилизованы  взаимодействующие  с  аналитом  антитела  [22].

Иммунофильтрационный анализ включает несколько стадий пропускания реагентов через

мембрану,  чередующихся  с  промывкой  мембраны  от  несвязавшихся  реагентов.

Гетерогенные  взаимодействия  на  этих  стадиях,  в  отличие  от  ИФА,  происходят  под

давлением  или  действием  силы  тяжести,  что  позволяет  существенно  сократить  их

продолжительность и затрачивать на весь анализ не более 15-20 мин.

Впервые метод иммунофильтрации был описан в работе Cleveland P.H. et al. [23],

предложивших нанести вирус простого герпеса на фильтровальную бумагу и определять

антитела к  этому вирусу с помощью радиоактивной метки (125I).  Следующим этапом в

развитии иммунофильтрации стало использование ферментов в качестве детектирующего

реагента [24; 25]. В качестве маркеров в иммунофильтрации также могут использоваться

наночастицы  [25].  Применение  ферментов  увеличивает  количество  стадий  и  время

тестирования,  тогда  как  использование  наночастиц  позволяет  проводить  экспрессный

анализ. Для ряда систем – при определении маркеров болезни Альцгеймера, возбудителей

острых кишечных инфекций – показано,  что  иммунофильтрация (маркер – коллоидное

золото) превосходит по пределу обнаружения и скорости иммуноферментные аналоги [24;

26; 27]. Дополнительное снижение предела обнаружения достигалось при использовании

солей серебра [28] или золота [29], увеличивающих размеры маркерных наночастиц.

Предел  детекции  иммунофильтрационного  анализа  зависит  от  аффинности

реагентов и скорости пропускания растворов через мембрану. Снизить этот предел можно,
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используя  дополнительные  реагенты  с  высокой  константой  связывания,  например,

водорастворимые  полиэлектролиты.  В  таких  тест-системах  [30-32] реакция  между

антигеном  и  антителом  протекает  в  гомогенных  условиях,  а  связанный  с  антителами

полиэлектролит  в  ходе  фильтрации  с  очень  высокой  скоростью  взаимодействует  с

иммобилизованным на мембране противоионом (рис.  2).  Иммунофильтрационные тест-

системы  с  использованием  полиэлектролитов,  разработанные  для  определения

метамфетамина, тестостерона, симазина, позволяют проводить анализ за 20 мин., включая

короткую  стадию  трансформации  ферментом-меткой  субстрата  с  образованием  на

мембране осадка нерастворимого окрашенного продукта. 

Рис.  2.  Принцип иммунофильтрационного  анализа,  основанного  на  полиэлектролитном

разделении, и схема устройства для его проведения (на основании материалов [30])

3 Тест-системы на основе иммуноаффинных колонок

К иммунофильтрационным тест-системам по принципу работы наиболее близки

колоночные  тесты,  в  которых  роль  носителя  (твердой  фазы)  выполняет  гель  с

иммобилизованными  антителами  [33-35].  Анализ  с  использованием  иммуноаффинных

колонок проводится так же,  как и иммунофильтрация,  и включает стадии пропускания

через  гель  пробы,  специфических  реагентов  и  промывочных  растворов.  Как  правило,

иммуноаффинная  хроматография  рассматривается  как  предварительная  стадия  анализа,

после которой выявление аналита проводится с использованием хроматографии высокого

давления  с  масс-спектрометрической  идентификацией.  Однако  существует  и  ряд

разработок,  в  которых  иммуноаффинная  хроматография  используется  как

самодостаточный аналитический метод. Маркерами в таких системах являются ферменты

или наночастицы. Вывод о результате тестирования делается на основании появившегося
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окрашивания самой колонки или элюата.  Описан ряд аналитических систем на  основе

аффинных колонок,  на  определенных участках которых расположены зоны связывания

[34-37].

В современной практике для тестирования с помощью иммуноаффинных колонок

преобладает качественная (визуальная) регистрация. Количественная оценка результатов

возможна при использовании портативных оптических детекторов [38]. Время анализа не

превышает 10 мин, а предел детекции, как правило, находится в диапазоне наномолярных

концентраций [39; 40]. 

Отметим, что для проточных методов - иммунофильтрации и иммуноаффинных

колонок – существует дополнительный фактор,  который,  наряду с форматом анализа и

аффинностью антител, вносит вклад в чувствительность детекции. В проточной системе

при проведении анализа возможно концентрировать аналит из пробы. Через мембрану или

колонку можно пропустить десятки миллилитров пробы, увеличивая количество молекул

аналита,  связанного  с  носителем.  Дальнейший  рост  этого  объема  и  соответствующее

снижение предела обнаружения лимитируются неспецифическими взаимодействиями на

носителе.

4 Микрофлюидные тест-системы

Микрофлюидные  тест-системы  представляют  собой  подложки  с  нанесенными

микроканалами, по которым при проведении анализа под действием капиллярных сил или

давления движутся реагенты  [41]. Каналы соединяют углубления (реакторы), в которых

находятся  молекулы  антител,  вспомогательных  реагентов,  маркеры.  Проба  вносится  в

тест-систему  и  движется  по  каналам.  Определяемые  соединения  связываются  с

антителами или антигенами, которые могут быть иммобилизованы на стенках каналов или

вноситься  вместе  с  пробой.  Реагенты,  связанные  с  носителем,  затем  фиксируются  в

определенном месте  под  действием  электрического  или  магнитного  поля.  После  этого

вводится меченный маркером реагент, который связывается с образовавшимся иммунным

комплексом.  Содержание  маркера  в  этой  зоне  связывания  измеряется,  и  на  основании

полученной величины определяется содержание аналита в пробе (рис. 3) [42; 43].
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Рис. 3. Схема микрофлюидной тест-системы с указанием ее основных узлов

Существующие  микрофлюидные  тест-системы  крайне  разнообразны  по

геометрии (см. обзорные публикации [44-47]). Разветвленные каналы, сформированные на

небольшой  (несколько  квадратных  сантиметров)  подложке,  позволяют  за  10-20  минут

одновременно детектировать десятки соединений.

Пределы обнаружения в микрофлюидном иммуноанализе с фотометрической или

флуоресцентной  детекцией  достигают  наномолярных  концентраций.  Электрические

методы детектирования в ряде случаев позволяют выявлять пикомолярные концентрации

аналитов  [48]{Tekin,  2013  #1137}.  На  сегодняшний  день  несколько  фирм  выпускают

микрофлюидные  тест-системы  с  колориметрической,  флуоресцентной  или

электрохимической  детекцией  [44].  Предлагаемые  микрофлюидные  чипы  позволяют

проводить анализ за 10-30 мин. Для получения количественных результатов применяются

портативные регистрирующие устройства, включающие источник возбуждения, детектор

и компьютер.

Большинство  коммерческих  микрофлюидных  тестов  предусматривает

использование  вспомогательного  оборудования,  такого  как  планарный  шейкер  для

пассивного перемешивания. В некоторых случаях используется активное перемешивание

реагентов  за  счет  электрокинетических  процессов.  Для  введения  жидкостей  в

микроканалы в основном применяются внешние насосы,  не входящие в  комплектацию

теста.  Однако  существуют  решения  с  электрокинетическим  управлением  движением

жидкости, позволяющие реализовать компактные наборы [44; 49].
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5 Портативные варианты иммуноферментного анализа

Твердофазный иммуноферментный анализ (ИФА) в микропланшетном варианте

на сегодняшний день реализован для большого числа соединений и широко применяется в

клинико-диагностической  практике  [50].  ИФА  включает  несколько  стадий:

предварительную иммобилизацию антител или антигена на поверхности полистиролового

микропланшета;  добавление  пробы,  содержащей  аналит;  введение  иммунореагента,

меченного  ферментом;  получение  окрашенного  продукта  из  субстрата  в  ходе

ферментативной реакции. Каждая стадия анализа предусматривает инкубацию реагентов,

а между стадиями проводится отмывка лунок микропланшета для отделения комплексов,

иммобилизовавшихся на его поверхности, от несвязавшихся соединений. К достоинствам

ИФА  относится  высокая  чувствительность,  обусловленная  амплификацией  сигнала  с

помощью  фермента-маркера.  Существует  огромный  ассортимент  наборов  ИФА,

охватывающих широкий спектр антигенов и позволяющих работать с матриксами разной

природы.

Несмотря на преимущества метода и различные способы совершенствования его

методик  (снижения  предела  обнаружения,  автоматизации  анализа  и  др.),  дальнейшее

расширение области применения ИФА ограничивают его два основных недостатка  [50].

Во-первых,  это  длительное  время  определения  (2-3  часа),  вызванное  необходимостью

продолжительных инкубаций на каждой стадии для достижения химического равновесия в

гетерогенных  реакциях  между  иммобилизованными  и  находящимися  в  растворе

иммунореагентами.  Второй  ограничивающий  фактор  –  приборная  регистрация

результатов (оптической плотности продукта ферментативной реакции), необходимая для

расчета содержания определяемого аналита.

Необходимость  экспрессного  тестирования  вызвала  появление  модификаций

ИФА,  существенно  сокращающих  время  определения.  Опубликован  ряд  статей,

посвященных изучению кинетики иммунохимических взаимодействий и соответствующей

оптимизации  методик  ИФА  [40].  В  работах  [52;  53] использование  полимерных  или

магнитных наночастиц в качестве носителей позволяет проводить реакции в гомогенной

среде,  что  снижает  продолжительность  ИФА  примерно  до  30  мин  [54].  Fu J.  с  соавт.

предлагают  заменить  ферментативный  маркер  на  флуоресцентный  краситель,  что

позволяет исключить стадию развития сигнала, необходимую для меток-ферментов  [55].
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Все  эти  способы  позволяют  сократить  время  анализа  до  10-30  мин,  но  сохраняют

приборную регистрацию результатов.

Альтернативный  подход,  реализованный  для  конкурентного  определения

низкомолекулярных  соединений  (микотоксины  афлатоксин  и  фумонизин),  позволяет

отнести предложенный ими ИФА к внелабораторным тестам. Разработчики предлагают

проводить реакции в двух лунках (проба и ячейка сравнения). Вспомогательные растворы

реагентов входят в состав набора. Продолжительность стадий ИФА сокращена до 2-3 мин.

Промывку лунок от несвязавшихся реагентов осуществляют вручную, используя флаконы-

капельницы.  Конечный  результат  анализа  оценивается  визуально.  Таким  образом,

предложенный анализ удовлетворяет всем критериям внелабораторных тестов.

Ramachandran  S.  с  соавт.  [56] предложили  автоматизированный  ИФА  с

использованием проточного портативного устройства (рис.  4). Уникальность разработки

заключается в том, что все реагенты находятся в лиофильно-высушенном состоянии (что

упрощает их хранение) и растворяются при добавлении пробы. Внесение пробы в кассету

–  единственное  действие,  требуемое  от  оператора;  все  последующие  процессы

инициируются  движением  жидкости  по  компонентам  тест-системы  под  действием

капиллярных сил (как и в иммунохроматографии).  Данная система успешно применена

для  определения  биомаркера  возбудителя  малярии  Plasmodium falciparum –  белка  2,

богатого гистидином. Результат анализа детектируется через 20 мин после введения пробы

– либо качественно (по появлению окраски), либо количественно (с помощью сканера).

Рис. 4. Схема портативного устройство для проведения ИФА (на основании материалов

[56])
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6 Портативные варианты поляризационного флуоресцентного иммуноанализа

Гомогенный поляризационный флуоресцентный иммуноанализ (ПФИА) основан

на  изменении степени поляризации плоскополяризованного  света,  пропущенного  через

раствор,  который  содержит  пробу,  флуоресцентно  меченные  производные  аналита

(трейсеры)  и  специфические  антитела.  Деполяризация  плоскополяризованного  света

зависит от размеров поглощающих молекул – рис. 5. 

Рис. 5. Принцип ПФИА и зависимость степени деполяризации от размера комплекса

Малые молекулы (свободный трейсер) характеризуются быстрым вращением, что

обеспечивает  деполяризацию  излучаемого  света  (флуоресценции).  При  связывании

трейсера с  антителом образуется  комплекс,  который из-за  больших размеров медленно

вращается и поэтому в момент эмиссии частично сохраняет ту же ориентацию, что и при

поглощении  света,  а  значит,  частично  сохраняет  и  поляризацию  излучаемого  света.

Наличие аналита в пробе приводит к конкуренции с трейсером за связывание с антителами

и, соответственно, к большей деполяризации излучаемого света. Регистрируемая величина

поляризации  флуоресценции  отражает  отношение  связанных  и  свободных  молекул

трейсера в реакционной смеси, что позволяет на основании этого параметра рассчитывать

концентрацию аналита в пробе [57].

Как следует из представленного выше описания, ПФИА может быть реализован

лишь  для  детекции  низкомолекулярных  соединений.  При  больших  размерах  молекулы

антигена  трейсер  будет  сохранять  поляризацию  поглощаемого  света  и  в  свободном
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состоянии,  и  в  комплексе  с  антителами.  Для  традиционных  флуорофоров  в  качестве

предельной  молекулярной  массы  антигена,  допускающей  проведение  ПФИА,

рассматривается  величина,  равная  10  кД.  В  последние  годы  этот  предел  удалось

преодолеть  за  счет  применения  флуорофоров,  характеризующихся  большой  временной

задержкой между поглощением света и его эмиссией [57].

Иммуноанализ с регистрацией поляризации флуоресценции активно применяется

в современной аналитической практике, как правило – с использованием стационарного

приборного  обеспечения  [57-59].  Ряд  компаний  выпускает  наборы  реагентов  для

иммуноанализа  на  основе  поляризации  флуоресценции.  В  отдельных  случаях  ПФИА

характеризуется  высокой  чувствительностью,  позволяя  детектировать  пикомолярные

концентрации аналита [60].

Гомогенная  аналитическая  реакция  с  быстрым  достижением  равновесия,

отсутствие длительных инкубаций, появление в последние годы портативных детекторов

поляризации флуоресценции позволяет проводить ПФИА во внелабораторных условиях и

рассматривать соответствующие варианты анализа как внелабораторные методы [61; 62].

Выпускаются портативные детекторы для ПФИА и совместимые с ними наборы реагентов

для определения микотоксинов и некоторых возбудителей заболеваний.

7 Оптические методы иммуноанализа на основе резонансного переноса энергии

Еще  один  вид  гомогенного  иммуноанализа,  реализуемый как  внелабораторные

тесты, – иммуноанализ, основанный на резонансном переносе энергии между донором и

акцептором.  Резонансный  перенос  энергии  Форстера  (Förster resonance energy transfer

(FRET)) – это безызлучательный перенос на расстояния в несколько нанометров, который

происходит от  возбужденного донора электронов к  акцептору через  диполь–дипольное

взаимодействие [63]. Регистрируется этот перенос по эмиссии акцептора при длине волны,

не  совпадающей  с  пиком  поглощения  донора.  Донорно–акцепторная  пара  для

аналитического применения подбирается таким образом, чтобы обеспечить эффективный

перенос энергии (рис. 6).
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Рис. 6. Схема допустимых сочетаний доноров и акцепторов для  FRET-анализа. Стрелки

указывают приоритетное направление потока энергии (на основании материалов [64])

. 

Эффективность переноса энергии обратно пропорциональна расстоянию в шестой

степени  [65].  Для  большинства  используемых  пар  высокая  эффективность  переноса

достигается при сближении донора и акцептора на расстояния до 4–6 нм  [66;  67],  что

сопоставимо  с  размерами  антител  [68].  Поэтому,  пометив  иммунореагенты  донором  и

акцептором,  можно  регистрировать  взаимодействие  антиген–антитело.  Если  донор  и

акцептор  в  результате  иммунного  взаимодействия  сближаются,  то  перенос  энергии

значительно  возрастает.  Избыточная  энергия,  полученная  акцептором,  преобразуется  в

детектируемую люминесценцию.

Существует несколько модификаций иммуноанализа на основе  FRET. Наиболее

распространена конкуренция свободного и меченного акцептором антигена за связывание

с антителами, меченными донором электронов. При отсутствии аналита в пробе донор

передает энергию на акцептор (эффект FRET), флуоресценция донора не регистрируется

(рис. 7, А). Присутствие аналита в пробе препятствует взаимодействию меченого антигена

с антителом, что приводит к излучению энергии донором (рис. 7, Б). 
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Рис. 7. Принцип конкурентного иммуноанализа на основе FRET (А – в отсутствии; Б – в

присутствии определяемого соединения) 

Детектируемый  сигнал  во  FRET-анализе  зависит  от  типа  маркера:  возможна

флуоресценция,  хемилюминесценция,  биолюминесценция.  В  анализе  применяются

разнообразные флуоресцентные маркеры: белки, органические красители, наночастицы и

др.  [63;  69].  Используя  два  флуорофора,  можно  определять  содержание  аналита  по

соотношению  интенсивностей  флуоресценции  при  длинах  волн,  соответствующих

максимумам излучения донора и акцептора [70].

В основе хемилюминесцентного FRET лежит использование энергии, выделяемой

при реакции между пероксидом водорода и люминолом (либо его производными, эфирами

щавелевой  кислоты,  акридинами,  люцигенином  и  др.)  [71;  72].  Маркер  получает  эту

энергию,  а  затем  выделяет  ее  в  виде  детектируемой  люминесценции  [73].  Описано

несколько  вариантов  хемилюминесцентного  FRET-анализа:  антитела  к  определяемому

соединению могут быть связаны с ферментом [73] или с производным люминола [74]. 

Отметим, что для проведения  FRET-иммуноанализа достаточно смешать пробу с

растворами маркеров. Иммунохимические взаимодействия осуществляются в растворе и

не  требуют  длительных  инкубаций,  а  их  результат  может  непосредственно

детектироваться без дополнительных стадий и вспомогательных реагентов.

Иммуноанализ на основе FRET характеризуется низким пределом обнаружения,

вплоть до пикомолярных концентраций аналита, и экспрессностью – 15–20 мин  [75-77].

Существуют  коммерческие  наборы  для  определения,  например,  киназ,

аденозинмонофосфата,  антивидовых  антител.  Предложены  флуоресцентные  детекторы,

позволяющие работать с тест-системами на основе FRET [78].

8 Агглютинационный иммуноанализ
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В  агглютинационном  анализе,  появившимся  более  полувека  назад  [79;  80],

регистрируется  осаждение  иммунных  комплексов,  образующихся  в  результате

взаимодействия антител с содержащимися в тестируемой пробе молекулами антигена. Для

того чтобы иммунный комплекс выпадал в осадок, антиген должен обладать несколькими

сайтами связывания (молекулы антител всегда поливалентны). Агглютинация относится к

гомогенным методам анализа и подразделяется на несколько видов: прямая агглютинация,

латекс-агглютинация,  гемагглютинация.  Каждый  из  вышеперечисленных  видов

агглютинации  может  быть  реализован  в  двух  форматах:  прямой  –  осаждение

образованного  комплекса  аналита  пробы  и  антител  –  и  ингибирование  (торможение)

агглютинации  [1].  Оценка  результатов  агглютинации  осуществляется,  как  правило,

визуально.

Метод прямой агглютинации используется  для крупных антигенов и позволяет

определять их только в высоких концентрациях  [81].  В качестве дисперсного носителя

антител  в  коммерческих  тест-системах,  как  правило,  применяются  латексные  или

полистирольные частицы. Предел определения аналита с помощью латекс-агглютинации

редко  бывает  ниже  1  нМ  [82],  а  в  большинстве  случаев  находится  в  микромолярном

диапазоне  [83].  Метод  латекс-агглютинации  широко  используется  для  определения

большого  количества  аналитов  бактериальной  природы,  специфических  антител  (см.

работу [84] как один из примеров). Применение окрашенных латексных частиц в качестве

дисперсного  носителя  в  агглютинации  позволяет  одновременно  определять  несколько

аналитов с удобной визуальной детекцией [83].

Одним  из  методов  иммуноанализа,  основанных  на  осаждении,  является

гемагглютинация. В этом методе используются эритроциты крови с иммобилизованным на

их  поверхности  антигеном.  Гемагглютинация  –  сравнительно  длительный  (~1  час)  и

трудоемкий анализ  [85].  Ограничения гемагглютинации заключаются в  нестабильности

эритроцитов при хранении.

Методы торможения  агглютинации основаны на  конкурентном взаимодействии

свободного  аналита  и  аналита,  иммобилизованного  на  поверхности  носителя,  с

антителами в растворе  [86]. Данный подход, в отличие от традиционной агглютинации,

позволяет детектировать низкомолекулярные соединения [87].

Простота  реализации  и  экспрессность,  визуальная  качественная  регистрация

результатов  позволяет  отнести  агглютинацию  к  внелабораторным  тестам.  Существуют

коммерческие  агглютинационные  тест-системы,  например,  системы  для  диагностики
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мононуклеоза,  определения  С-реактивного  белка,  ревматоидного  фактора  и  др.

Количественная  оценка  результатов  агглютинации  возможна  при  использовании

турбидиметрии,  однако  портативные  турбидиметрические  детекторы  с  приемлемой

чувствительностью и точностью измерений на сегодняшний день не разработаны.

Заключение

Как видим, иммунохимические внелабораторные тесты существенно отличаются

друг от друга по сложности тестирования. Наибольший интерес представляют варианты, в

которых  проведение  анализа  не  требует  каких-либо  действий  с  реагентами.  Если  все

соединения,  необходимые  для  формирования  детектируемого  комплекса,  нанесены  на

тест-полоску или другое устройство, то всё, что должен сделать оператор, – обеспечить

контакт  тест-системы  с  характеризуемой  пробой  (например,  окунуть  тест-полоску  в

пробу).  К таким тест-системам,  наиболее эффективным с  точки зрения трудозатрат,  на

сегодняшний  день  можно  отнести  иммунохроматографические  тесты  и  часть

микрофлюидных тест-систем.

В подавляющем большинстве тест-систем детекция формирующихся иммунных

комплексов обеспечивается использованием того или иного маркера. Фактически только

агглютинация  корпускулярных  антигенов  не  требует  применения  маркера  (и  при  этом

характеризуется довольно высокими пределами обнаружения).

Исследователи  предлагают  различные  варианты  решений,  направленных  на

улучшение  аналитических  характеристик  иммунохимических  тест-систем.  Применение

новых  маркеров,  портативных  аналитических  устройств  (в  том  числе  детекторов)

обуславливает  существенное  обновление  и  увеличение  разнообразия  доступных

пользователям средств внелабораторной иммунодиагностики.

 Работа выполнена при поддержке гранта Российского научного фонда (проект

№14-14-01131).
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