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В полученные двухкратные разведения сывороток вносят по 1–2 капли взвеси 
бактерий. Пробирки встряхивают и помещают в термостат при 37 °C на 2 ч.

Реакция протекает с образованием мелких хлопьев, не обнаруживаемых 
невооруженным глазом, поэтому полученные результаты оценивают под не-
большим увеличением в специальном приборе — ​агглютиноскопе. Учет про-
водят только при условии, что контроль сыворотки — ​прозрачный, контроль 
антигена — ​мутный (рис. 3.6).

Рис. 3.6. Развернутая реакция агглютинации

Интенсивность агглютинации оценивают по системе «четыре плюса»: пол-
ная агглютинация — ​4+, частичная — ​3+ или 2+, сомнительный результат — ​1+. 
За титр антител в исследуемой сыворотке принимают последнее разведение, 
в котором наблюдается агглютинация 2+.

Если развернутая реакция агглютинации ставится для сероидентификации, 
то используют агглютинирующие диагностические сыворотки, разведенные 
до титра или до половины их титра. Реакция считается положительной, если 
агглютинация обнаруживается в разведении, близком к титру диагностической 
сыворотки.

Реакция прямой гемагглютинации. Гемагглютинация (от греч. haima — ​
кровь + от лат. agglutinatio — ​склеивание) — ​феномен склеивания эритроцитов. 
Реакция называется прямой, так как антитела (агглютинины) непосредственно 
агглютинируют корпускулярные антигены (агглютиногены). Реакция прямой 
гемагглютинации применяется для определения групповой принадлежности 
крови по системе AB0 и резус-фактора.

Для определения групп крови с помощью реакции прямой гемагглютинации 
используют стандартные изогемагглютинирующие сыворотки крови доноров: 
0 (I), А (II), В (III). Реакции ставят на стекле или в лунках специального план-
шета. Положительная реакция агглютинации может быть пескообразной или 
лепестковой. При отрицательной реакции капля остается равномерно окрашен-
ной в красный цвет. Принадлежность исследуемой крови к соответствующей 
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группе определяют по наличию или отсутствию агглютинации при реакции 
с соответствующими сыворотками после наблюдения в течение 5 мин.

Если сыворотки всех трех групп дали положительную реакцию, это указы-
вает на то, что исследуемая кровь принадлежит к группе AB (IV). Для исклю-
чения неспецифической реакции агглютинации проводят дополнительное 
контрольное исследование испытуемой крови со стандартной сывороткой 
группы AB (IV), не содержащей агглютининов. Лишь отсутствие агглютинации 
в этой капле при наличии агглютинации в каплях, содержащих стандартные 
сыворотки групп 0 (I), А (II) и В (III), позволяет считать реакцию специфичес
кой и отнести исследуемую кровь к группе АВ (IV).

Применяется также проба на совместимость крови, когда капли крови доно-
ра и реципиента в соотношении 1 : 10 смешивают и оценивают агглютинацию.

Наиболее современным методом определения группы крови и резус-фак-
тора является использование цоликлонов анти-А, анти-В и анти-D-супер, ко-
торые представляют собой мышиные моноклональные антитела, полученные 
с помощью гибридомной технологии.

На специальный планшет наносят по одной большой капле (0,1 мл) цо-
ликлонов анти-А и анти-В. Рядом с ними — ​по одной маленькой капле (0,01–
0,03 мл) исследуемой крови. Цоликлон и кровь перемешивают и наблюдают 
за наступлением или отсутствием реакции агглютинации в течение 3 мин 
(рис. 3.7).

Цоликлон
анти-А

Цоликлон
анти-В

Группа крови 0 (I) 

Группа крови А (II)

Группа крови B (III)

Группа крови AB (IV)

реакция агглютинации отсутствует

реакция агглютинации произошла

Рис. 3.7. Определение группы крови  
с использованием цоликлонов анти-А и анти-В
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Если реакция агглютинации отсутствует и с анти-А, и с анти-B цоликло-
нами, то исследуемая кровь относится к группе 0 (I).

Если реакция агглютинации произошла с анти-А цоликлоном, то исследуе
мая кровь относится к группе А (II).

Если реакция агглютинации произошла с анти-B цоликлоном, то исследуе
мая кровь относится к группе B (III).

Если реакция агглютинации произошла и с анти-А, и с анти-B цоликлонами, 
то исследуемая кровь относится к группе AB (IV).

Определение резус-фактора выполняется аналогично определению группы 
крови, то есть с помощью моноклонального антитела к резус-антигену (цоли-
клона анти-D). Если реакция агглютинации с цоликлоном анти-D произошла, 
то исследуемая кровь относится к резус-положительной — ​Rh-(+), при отсут-
ствии агглютинации кровь резус-отрицательная — ​Rh-(–).

Общий с прямой гемагглютинацией механизм имеет вирусная гемагглюти-
нация. Многие вирусы способны спонтанно агглютинировать эритроциты опре-
деленных видов млекопитающих и птиц; их добавление к суспензии эритроци-
тов вызывает образование агрегатов из них. Так, вирусы гриппа агглютинируют 
эритроциты кур, морских свинок, человека, а аденовирусы — ​эритроциты 
крыс, мышей. Вирусы, обладающие гемагглютинирующими свойствами, имеют 
на поверхности гемагглютинины, с помощью которых происходит склеивание 
эритроцитов. По своей химической природе гемагглютинины являются глико- 
или липопротеидами.

Гемагглютинация, вызываемая вирусами, не относится к иммунологическим 
реакциям, так как здесь нет системы «антиген — ​антитело». С помощью этой 
реакции легко выявить присутствие гемагглютинирующего вируса, но невоз-
можно его идентифицировать. Идентифицируют вирусы с помощью сероло-
гической реакции торможения гемагглютинации.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА) — ​серологическая реак-
ция, основанная на способности антител предотвращать агглютинацию эрит
роцитов вирусами гемагглютинирующих видов.

Основана данная реакция на способности антител связывать различные 
вирусы и нейтрализовать их, лишая возможности агглютинировать эритро-
циты. Если предварительно соединить вирус со специфической иммунной 
вируснейтрализующей сывороткой и потом добавить эритроциты, то такой 
инактивированный вирус теряет способность вызывать гемагглютинацию. 
Эта реакция и получила название реакции торможения гемагглютинации. Она 
может быть использована для окончательной идентификации неизвестного 
гемагглютинирующего вируса (по специфической диагностической сыворотке), 
а также для выявления титра неизвестных антител в сыворотке (по известным 
вирусным антигенам-диагностикумам).
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Применяют РТГА для диагностики многих вирусных болезней, возбудители 
которых (вирусы гриппа, кори, краснухи, клещевого энцефалита и др.) могут 
агглютинировать эритроциты различных животных (рис. 3.8).

Агглютинация

+
Эритроциты

Гемагглютинирующий
вирус

Отсутствие 
агглютинации

+

+

Антитела, специфичные 
к вирусу

Рис. 3.8. Механизм реакции торможения гемагглютинации

Для постановки РТГА используют заведомо известные иммунные проти-
вовирусные сыворотки, которые в двукратно снижающихся концентрациях 
разводят в изотоническом растворе натрия хлорида и разливают по лункам. 
К каждому их разведению добавляют одно и то же количество вируссодержащей 
жидкости. Контролем является взвесь вируса в изотоническом растворе натрия 
хлорида. Планшеты со смесью сывороток и вируса выдерживают в термостате 
30 мин или при комнатной температуре 2 ч, затем в каждую из них добавляют 
взвесь эритроцитов. Спустя 30 мин определяют титр вируснейтрализующей 
сыворотки (то есть максимальное ее разведение), вызвавшей задержку агглю-
тинации эритроцитов.

Типирование вируса проводят в РТГА с набором типоспецифических сыво-
роток. Результаты реакции учитывают по отсутствию гемагглютинации. В слу-
чае положительного результата эритроциты оседают на дне в виде ровного слоя 
клеток со складчатым или зазубренным краем («перевернутый зонтик»), при 
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отрицательном результате — ​располагаются в центре дна в виде «пуговки» или 
колечка. Например, подтипы вируса гриппа А с антигенами H0N1, H1N1, Н2N2, 
H3N2 и др. могут быть дифференцированы в РТГА с набором гомологичных 
типоспецифических сывороток (табл. 3.1).

Таблица 3.1
Результаты реакции торможения гемагглютинации  

при типировании вируса гриппа

Типоспецифическая 
противогриппозная 

сыворотка

Разведение сыворотки Контроль

1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 сыво-
ротки

ви-
руса

эритро-
цитов

H0N1

H1N1

H3N2

Примечания
1.   — ​торможение гемагглютинации («пуговка»);  — ​гемагглютинация  

(«перевернутый зонтик»).
2. Вывод: исследуемый материал содержит вирус гриппа типа А с антигеном H3N2.

Реакция непрямой (пассивной) гемагглютинации (РНГА или РПГА) 
включает предварительную обработку эритроцитов антигеном (или анти-
телами). Такие эритроциты способны агглютинироваться, соответственно, 
иммунной сывороткой (или антигеном).

Это позволяет в отличие от классической реакции агглютинации использо-
вать не только корпускулярные, но и растворимые антигены. В настоящее время 
наиболее часто применяют эритроциты животных или человека. Эритроциты, 
адсорбировавшие на себе антиген, называются сенсибилизированными данным 
антигеном, а иммунная реакция, в которой они участвуют, — ​реакцией непрямой, 
или пассивной, гемагглютинации, так как эритроциты участвуют в ней пассивно.

Сорбцией растворимых микробных антигенов на эритроцитах как но-
сителях получают антигенный диагностикум. Антигенные диагностикумы 
применяют для обнаружения антител. Если на эритроцитах сорбированы 
антитела известной иммунной сыворотки, то это — ​антительный диагности-
кум. Антительные диагностикумы используют для обнаружения антигенов 
в исследуемом материале.

Реакция непрямой гемагглютинации отличается от реакции агглюти-
нации значительно более высокой чувствительностью и специфичностью 
и ставится:
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1) для обнаружения полисахаридов, белков, экстрактов бактерий и других 
высокодисперсных веществ, риккетсий и вирусов, комплексы которых с агглю-
тининами в обычных реакциях агглютинации увидеть не удается;

2) для выявления антител в сыворотках к этим высокодисперсным вещест
вам и мельчайшим микроорганизмам.

В случае положительного результата эритроциты оседают на дне в виде 
ровного слоя клеток со складчатым или зазубренным краем («перевернутый 
зонтик»), при отрицательном результате — ​располагаются в центре дна в виде 
«пуговки» или колечка (рис. 3.9).

Отрицательный результат
(«пуговка»)

Положительный результат
(«перевернутый зонтик»)

Рис. 3.9. Результаты реакции непрямой гемагглютинации

РНГА используют при серологической диагностике инфекций, вызванных 
бактериями, риккетсиями, простейшими; для определения гормона хориони-
ческого гонадотропина в моче при установлении беременности; для выявле-
ния повышенной чувствительности к лекарственным препаратам, гормонам 
и в некоторых других случаях.

Пример. Возбудитель ботулизма Clostridium botulinum вырабатывает 
токсины семи типов, чаще других встречаются типы А, В, Е. Все типы ток-
синов различаются по антигенным свойствам и могут быть дифференциро-
ваны в реакциях типоспецифическими сыворотками. Для этой цели можно 
поставить реакцию непрямой (пассивной) гемагглютинации с сывороткой 
больного, в которой предполагается наличие токсина, и эритроцитами, на-
груженными антителами антитоксических противоботулинических сыво-
роток типов А, В, Е. Контролем служит нормальная сыворотка. Результаты 
исследования приведены в табл. 3.2.

Латекс-агглютинация является одним из видов реакции агглютинации, 
в которой в качестве носителя антигена или антитела используются не эритро-
циты, а синтетические полимерные частицы — ​латексы. Латекс-агглютинация, 
как и другие серологические реакции, ставится как для выявления неизвестного 
антигена в исследуемом материале, так и обнаружения антител к микробу — ​
возбудителю в испытуемой сыворотке.
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Таблица 3.2
Результаты реакции непрямой (пассивной) гемагглютинации 

на выявление возбудителя ботулизма

Ингредиент, мл Лунка
1‑я 2‑я 3‑я 4‑я 5‑я 6‑я

Исследуемая сыворотка 0,5 0,5 0,5
Нормальная сыворотка — — — 0,5 0,5 0,5
Диагностикум ботулини-
ческий эритроцитарный 
антительный:

тип А 0,1 0,1
тип В 0,1 0,1
тип Е 0,1 0,1

Инкубация при 37 °C в течение 1 ч
Результат — — + — — —

Наблюдаемая картина

Вывод В сыворотке больного обнаружен ботулотоксин типа Е

Для постановки реакции используют сенсибилизированные частицы по-
листиролового латекса диаметром 0,5–1,2 мкм, которые в присутствии гомо-
логичного иммунореагента (антигена или антитела) склеиваются. Реакция 
происходит достаточно быстро, в течение 2–7 мин.

Для приготовления антигенного латексного диагностикума растворимые 
мелкодисперсные антигены бактериальной клетки белковой или полисаха-
ридной природы адсорбируют на поверхности окрашенных частиц инертного 
монодисперсного латекса.

Нагруженные бактериальным антигеном латексные частицы склеиваются 
под действием иммунной сыворотки, содержащей антитела против данного 
антигена, что приводит к образованию характерного осадка — ​тонкой пленки 
с неровными краями («перевернутый зонтик»). Такую модификацию реакции 
латекс-агглютинации применяют для выявления противогриппозных, проти-
вокраснушных, противокоревых антител и др.

Нагруженные антителами частицы латекса широко используются для об-
наружения антигенов вирусов и бактерий. Метод чувствителен и прост в тех-
ническом исполнении.

Реакция коагглютинации применяется для определения антигенов с помо-
щью антител, адсорбированных на белке А клеток стафилококка (антительный 
диагностикум) (рис. 3.10).
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Специфичные антитела

адсорбированы на стафилококке

+

Специфичный антиген

Коагглютинация

+

Рис. 3.10. Механизм реакции коагглютинации

Для постановки реакции коагглютинации используют золотистые ста-
филококки (штамм Cowan 1). В клеточной стенке этих бактерий содержится 
белок А, который имеет значительное сродство к Fc-фрагменту IgG человека 
и кролика. Поэтому молекулы IgG после адсорбции на стафилококках, которые 
имеют белок А, ориентированы в окружающую среду своими Fab-фрагментами, 
содержащими активные центры антител, которые затем взаимодействуют с ан-
тигенными детерминантами соответствующих микроорганизмов. В результате 
коагглютинации образуются хлопья, состоящие из стафилококков, антител 
диагностической сыворотки и определяемого микроба.

Прямая и непрямая антииммуноглобулиновые реакции Кумбса ис-
пользуются для выявления «неполных» (неагглютинирующих) антител, обра
зующихся при резус-конфликте, аутоиммунных заболеваниях, аллергических 
состояниях, некоторых инфекциях. Неполными (блокирующими) называют 
антитела, у которых функционирует только один активный центр, то есть 
они — ​одновалентны. Второй антиген-связывающий центр у таких иммуно-
глобулинов экранирован различными структурами либо обладает низкой 
авидностью.

Неполные антитела могут связывать эпитопы антигена, но не способны 
агрегировать последний, то есть функционально они дефектны. В то же время, 
связывая эпитопы антигена, неполные антитела препятствуют контакту с ними 
полных антител, поэтому их также называют блокирующими антителами.



88

Для выявления неполных антител предложена иммунологическая диагнос
тическая реакция — ​проба Кумбса (антиглобулиновый тест). Название пробы 
связано с именем английского иммунолога Робина Кумбса, предложившего 
эту реакцию.

В пробе Кумбса используется антииммуноглобулиновая сыворотка, ко-
торую получают путем иммунизации кролика иммуноглобулинами человека. 
Такая сыворотка содержит полные (бивалентные) антитела к человеческому 
иммуноглобулину. Различают два варианта реакции Кумбса: реакцию прямую 
и реакцию непрямую.

Прямая реакция Кумбса представляет собой антиглобулиновый тест, ко-
торый проводится для выявления неполных антител, прикрепившихся к по-
верхности эритроцитов.

Исследуемую кровь или выделенные из нее эритроциты смешивают с ан-
тииммуноглобулиновой сывороткой. Если на эритроцитах есть неполные ан-
титела, то они взаимодействуют с антителами антиглобулиновой сыворотки, 
и эритроциты агглютинируются.

Положительная прямая реакция Кумбса служит основным диагностическим 
признаком при приобретенной аутоиммунной или медикаментозной гемоли-
тической анемии и гемолитической анемии новорожденных.

У здорового человека в организме отсутствуют антитела к эритроцитам, 
и нормой считается отрицательная реакция Кумбса.

Непрямая реакция Кумбса применяется для выявления антиэритроцитар-
ных антител, свободно циркулирующих в сыворотке крови.

Реакция проводится в два этапа:
—  нa первом этапе к сыворотке крови добавляют отмытые эритроциты 

донора 0 (I) группы крови. Смесь инкубируют при 37 °C в течение 30 мин. За это 
время происходит адсорбция неполных антител из сыворотки на нормальных 
эритроцитах. Далее эритроциты отмывают (помимо эритроцитов можно ис-
пользовать бактериальные клетки, риккетсии);

—  на втором этапе сенсибилизированные эритроциты смешивают с анти-
иммуноглобулиновой сывороткой; молекула антиглобулина соединяет две мо-
лекулы неполных антител, фиксированных на разных эритроцитах, и наступает 
реакция агглютинации эритроцитов, которая наблюдается уже через 10 мин, 
по ней можно судить о наличии в исследуемой сыворотке неполных антител.

Непрямая реакция Кумбса применяется при переливании крови для опре-
деления того, совпадает ли кровь донора с кровью реципиента, и называется 
пробой на совместимость. Проба на совместимость помогает предотвратить 
любую неблагоприятную реакцию на кровь донора. Благодаря непрямой ре-
акции Кумбса удается диагностировать присутствие антител к резус-фактору 
в крови женщин во время беременности.
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3.1.3. Иммуноэлектрофорез
Иммуноэлектрофорез (ИЭФ) представляет собой сочетание электрофо-

реза в агаровом геле с иммунодиффузией. Впервые ИЭФ описали П. Грабар 
и К. Уильямс в 1953 г.

Принцип иммуноэлектрофореза состоит в следующем: вначале проводят 
электрофоретическое разделение белковых антигенов в забуференном геле 
агара; после снятия напряжения вдоль направления движения белков в элек-
трическом поле в геле вырезают канавку, в которую вносят преципитирую-
щую иммунную сыворотку. Антиген и антисыворотка диффундируют в геле 
навстречу друг другу, и на месте их взаимодействия возникают дугообразные 
линии преципитации, число, положение и форма которых дают представление 
о составе исходной смеси антигенов (рис. 3.11).

Результаты иммуноэлектрофореза зависят от факторов, действующих 
как во время электрофореза, так и на этапе иммунодиффузии. Повышение 
разрешающей способности электрофореза приводит к улучшению разделения 
полос преципитации. На иммунодиффузию влияют специфичность и титр  
используемой антисыворотки, а также концентрация антигенов и геометри-
ческое расположение в геле лунок для антигенов и канавок для антител.

I (+) (–)

II (+) (–)

III (+) (–)
Аа              Бб                                   Вв

А, Б, В

а           б                        в

а           б                        в

Рис. 3.11. Принцип проведения иммуноэлектрофореза:  
I — ​электрофорез смеси антигенов в агаровом геле; II — ​вырезание в геле канавки 

параллельно оси разделения антигенов и заполнение ее антисывороткой, содержащей 
антитела (А, Б, В); антигены и антитела диффундируют в геле навстречу друг другу; III — ​
образование дуг преципитации, соответствующих различным парам Аг — Ат (Аа, Бб, Вв)
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После завершения иммунодиффузии иммуноэлектрофореграмму можно 
сразу же сфотографировать без всякой обработки геля, причем лучше в рассе-
янном свете (при темнопольном освещении). Кроме того, линии преципитации 
можно визуализировать каким-либо белковым красителем. Перед окраши-
ванием непрореагировавшие белки необходимо отмыть солевым раствором. 
Для этого слои геля вымачивают в течение 24–48 ч в солевом растворе, который 
несколько раз меняют. В завершение слои геля промывают дистиллирован-
ной водой. Во время промывания слой геля может отделиться от стеклянной 
пластинки. Чтобы этого не произошло, стеклянную пластинку перед нанесе-
нием на нее горячего агарового золя следует покрыть тонкой пленкой агара 
(на пластинку наливают разбавленный золь агара и дают ему высохнуть). После 
промывания слой геля накрывают полоской влажной фильтровальной бумаги, 
площадь которой должна быть на несколько квадратных сантиметров больше 
площади гелевого слоя. Гель вместе с бумагой высушивают под вентилятором, 
а затем отделяют бумагу от высушенного слоя агара. Линии преципитации 
можно визуализировать практически любым веществом, применяемым для 
окрашивания белков после электрофореза в агаровом или агарозном гелях.

Применяя только окрашивание, часто не удается идентифицировать не-
известный антиген. В этом случае полезно сравнить электрофоретическую 
подвижность исследуемого антигена с таковой у известного чистого антигена 
(рис. 3.12).

Подтвердить наличие определенного антигена в исследуемой смеси можно 
также с помощью моноспецифической сыворотки. Слияние линии преципи-
тации, образованной на одной стороне иммуноэлектрофореграммы поли-
специфической сывороткой, с линией, которую на другой стороне образует 
моноспецифическая сыворотка, указывает на идентичность компонента анти-
генной смеси и того антигена, к которому была получена моноспецифическая 
сыворотка (рис. 3.13).

Полиспецифическая иммунная сыворотка

Неизвестный Аг

Известный Аг

Рис. 3.12. Идентификация антигена посредством сравнения  
его электрофоретической подвижности  

с электрофоретической подвижностью известного антигена
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Для идентификации по методу Оссермана требуется контрольный раствор 
известного антигена, который вносят в одну из канавок. Антиген, диффун-
дируя в сторону канавки с антисывороткой, образует линию преципитации, 
параллельную канавкам. В том месте, где контрольный антиген встречается 
с идентичным компонентом исследуемой смеси антигенов, линия преципитации 
искривляется и переходит в дугу идентичного антигена (рис. 3.14).

В основе метода Гереманса лежит реакция двух разных антигенов с ан-
тисывороткой, содержащей антитела к ним обоим. Исследуемый антиген 
сравнивают с контрольным по электрофоретической подвижности и одновре
менно проводят реакцию на иммунологическую идентичность. Для этого 
в канавке с антисывороткой оставляют агаровую перемычку, положение 
которой определяется в предварительном опыте. Перемычка должна нахо-
диться в том месте, где ожидается слияние полос преципитации исследуемого 
и контрольного антигенов в случае их идентичности. Поэтому метод Гере-
манса также называют методом разделенной канавки. Если по обе стороны 
перемычки будут находиться идентичные или перекрестно реагирующие 
антигены, произойдет слияние дуг преципитации или образование шпоры 
при неполной идентичности (рис. 3.15).

Моноспецифическая иммунная сыворотка

Неизвестный Аг

Полиспецифическая иммунная сыворотка

Рис. 3.13. Идентификация антигена  
при помощи моноспецифической антисыворотки

Известный Аг

Неизвестный Аг

Полиспецифическая иммунная сыворотка

Рис. 3.14. Идентификация антигена по методу Оссермана
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Иммуноэлектрофорез — ​один из широко распространенных методов 
качественного анализа антигенов. С помощью данного метода в клиничес
кой иммунологии полуколичественно определяют концентрацию иммуно-
глобулинов различных классов, идентифицируют миеломные белки; также 
ИЭФ используют при диагностике иммунодефицитных состояний. В научно-
исследовательской работе ИЭФ служит основным методом анализа сложных 
белковых смесей. Данный метод незаменим при последовательном наблюдении 
за процессом очистки белковых препаратов, к нему часто обращаются и с целью 
контроля подлинности и чистоты этих препаратов. Применяется ИЭФ и в су-
дебной медицине, в частности для определения видовой принадлежности крови.

Ввиду широкого использования иммуноэлектрофореза для решения раз-
нообразных задач разработаны его варианты и модификации.

3.1.3.1. Ракетный иммуноэлектрофорез
Метод ракетного иммуноэлектрофореза (электроиммунный анализ, элек-

троиммунодиффузия) предложен К. Лореллом в 1966 г. и может рассматривать-
ся как сочетание иммунодиффузии по Манчини с электрофорезом. Иммуно
электрофорез по Лореллу обычно используют для количественного определения 
содержания белка в жидкостях организма. Существенным преимуществом 
ракетного иммуноэлектрофореза по сравнению с иммунодиффузией по Ман-
чини является быстрота получения результатов.

Рассмотрим суть этого метода. На плоской поверхности формируют слой 
агарозного геля, содержащий моноспецифическую антисыворотку. В получен-
ном слое геля вырезают лунки и заполняют их исследуемым антигеном. Антиген 
под действием электрического поля мигрирует в геле, содержащем антитела; 
рН геля подбирают таким образом, чтобы антитела в нем не двигались и имели 
суммарный отрицательный заряд. Чаще всего используют барбиталовые или 
вероналовые буферы с рН 8,6.

Полиспецифическая иммунная сыворотка

Неизвестный Аг

Известный Аг

Рис. 3.15. Идентификация антигена по методу Гереманса  
(методу разделенной канавки)
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При избытке антител сначала образуются растворимые комплексы Аг — ​Ат. 
В ходе электрофореза происходит их обогащение антителами, и когда соотно-
шение Аг и Ат достигает точки эквивалентности, нерастворимые комплексы 
осаждаются в форме пиков, напоминающих ракету.

Ракетный иммуноэлектрофорез проводят и в обратной постановке, если 
требуется определить концентрацию антител. В этом случае важно правильно 
подобрать гель и рН для иммобилизации антигена, чтобы не нарушалась его 
структура и не возникало препятствий для взаимодействия Аг — ​Ат.

При оптимальных условиях проведения анализа формируются узкие остро-
конечные преципитаты (рис. 3.16). Точные измерения показывают, что площадь 
образующихся преципитатов пропорциональна концентрации антигена.

(+) (–)

Аг

Аг

Рис. 3.16. Виды преципитатов,  
образующихся при ракетном иммуноэлектрофорезе 

При условии, что преципитаты будут иметь описанную выше форму, для 
практических целей можно ограничиться измерением длины зоны преципита-
ции от середины лунки до вершины пика. При прочих равных условиях (кон-
центрация геля, концентрация антисыворотки в геле, толщина слоя геля, режим 
электрофореза) она находится в прямой зависимости от концентрации антигена.

Количественное содержание исследуемых антигенов определяют с по-
мощью калибровочной кривой, для построения которой используют серию 
стандартных антигенов с известной концентрацией (рис. 3.17). По оси абсцисс 

Рис. 3.17. Графики зависимости высоты (а) и квадрата высоты (б) пиков 
преципитации от концентрации антигена  

(кортикостероидсвязывающего глобулина человека).  
По оси абсцисс — ​концентрация антигена, мкг/мл; по оси ординат:  

а — ​высота пика, мм; б — ​квадрат высоты пика, мм2 × 103. 
Приведено по: Иммунологические методы / под ред. Г. Фримеля. Москва : Медицина, 1987. С. 472
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откладывают концентрацию антигена в лунке, а по оси ординат — ​высоту соот-
ветствующей «ракеты». Эта зависимость нелинейна, но точки хорошо ложатся 
на плавную калибровочную кривую.

Учет результатов можно проводить сразу после окончания электрофореза 
на влажных препаратах. Если преципитаты плохо различимы, то из геля элюи
руют непреципитированные белки многократным промыванием солевым 
раствором. После этого гель вымачивают в течение 15 мин в дистиллирован-
ной воде, кладут на 10–15 мин под пресс и, наконец, сушат горячим воздухом. 
Сухие пластинки геля можно окрашивать обычными красителями для белков 
или с помощью более специфических реакций.

3.1.3.2. Встречный иммуноэлектрофорез (электросинерез)
Встречный иммуноэлектрофорез (ВИЭФ) впервые применил в 1959 г. 

А. Буссард для обнаружения преципитатов Аг — ​Ат.
Принцип встречного иммуноэлектрофореза заключается в одновременном 

движении в геле навстречу друг другу антигена и антител под действием посто-
янного электрического тока. В результате их специфического взаимодействия 
в слое носителя образуется линия преципитата. В отличие от метода двойной 
иммунодиффузии по Оухтерлони контакт антигена с антителами происходит 
не вследствие свободной диффузии, а под влиянием постоянного электри
ческого поля. Необходимым условием для ВИЭФ является наличие моноспе-
цифической преципитирующей сыворотки (рис. 3.18).

Ат                          Аг

I (+) (–)

II (+) (–)

III (+) (–)

Рис. 3.18. Принципиальная схема встречного иммуноэлектрофореза в агаровом геле:  
I — ​в лунку у анодного края пластинки с гелем вносят иммунную сыворотку (Ат), у катодного 

края — ​раствор Аг; II — ​в процессе электрофореза антитела перемещаются к катоду, 
а антиген движется к аноду; III — ​в месте встречи Ат и Аг при оптимальном соотношении 

иммунореагентов формируется линия преципитации
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Предназначен встречный иммуноэлектрофорез для обнаружения и иден-
тификации преципитирующих систем Аг — ​Ат при условии, что антиген и им-
муноглобулины (антитела) обладают электрофоретической подвижностью.

Белки представляют собой амфолиты; ввиду различий в аминокислотном 
составе они могут мигрировать в щелочной среде с разными скоростями и в раз-
ных направлениях (анодном, катодном). Это делает возможным их движение 
навстречу друг другу в слое геля или на ацетатцеллюлозной пленке. Преципи-
тация наблюдается между стартовыми лунками обоих компонентов в течение 
30–180 мин в зависимости от приложенного напряжения.

На практике встречный иммуноэлектрофорез наиболее часто используют 
в клинической диагностике для обнаружения и идентификации некоторых ан-
тигенов и антител: для идентификации антигена вирусного гепатита В, антител 
к Aspergillus при бронхолегочном аспергиллезе, антител к N. meningitidis, анти-
тел к ДНК при системной красной волчанке. По чувствительности этот метод 
в 2 раза — ​10 раз превосходит метод иммунодиффузии, но при определении 
антител чувствительность метода ВИЭФ снижается.

Большинство преципитирующих антител относится к иммуноглобулинам 
класса G, обладающим лишь очень слабым отрицательным зарядом при рН 
8–9. Поэтому электроосмотический поток смещает IgG к катоду. Электро-
эндосмос заметно уменьшается при замене агара агарозой. Путем подбора 
определенных соотношений агара и агарозы можно регулировать скорость 
эндосмоса, создавая тем самым оптимальные условия для электросинереза. 
Если расположить рядом несколько лунок с антигеном, то их можно срав-
нивать между собой подобно тому, как это делается при применении мето-
да двойной иммунодиффузии. Видимые линии преципитации образуются 
в течение 1–2 ч. Избыток реагентов удаляют, продолжая электрофорез после 
образования преципитатов. При этом нет надобности отмывать гель перед 
окрашиванием, что позволяет в течение 3–4 ч получить полную картину 
окрашенных полос преципитации.

3.1.3.3. Перекрестный (двумерный) иммуноэлектрофорез
Метод был разработан Н. Ресслером в 1960 г. и усовершенствован К. Б. Ло-

реллом в 1965 г. Перекрестный иммуноэлектрофорез по сравнению с другими 
иммуноэлектрофоретическими методами дает большее разрешение и нашел 
широкое применение в общей и медицинской биохимии, клеточной биологии, 
генетике, биологии развития.

Принцип метода. При проведении перекрестного иммуноэлектрофореза 
сложную смесь антигенов предварительно с помощью электрофореза разделяют 
в одном направлении, а затем — ​в другом (перпендикулярном первому) в слое 
агарозного геля, содержащего антитела.



96

Классический вариант перекрестного иммуноэлектрофореза включает три 
основных этапа.

На первом этапе исследуемую смесь антигенов подвергают электрофорезу 
в геле агарозы (рис. 3.19).

На втором этапе полоску геля с антигенными фракциями отрезают и пере-
носят ее на другую пластинку, размещая у катодного края. Свободную площадь 

I (+) (–)

(+)

II

(–)
(+)

III

(–)

Аг

Ат

Ат

Рис. 3.19. Схема перекрестного иммуноэлектрофореза:  
I — ​смесь антигенов подвергают электрофорезу в агарозном геле; II — ​полоску геля 

с фракциями антигенов (ограничена прерывистой линией) вырезают и прикладывают 
к другому гелю, содержащему антисыворотку; III — ​после второго электрофореза 

в направлении, перпендикулярном первому, в геле формируются пики преципитации
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второй пластинки заливают гелем агарозы, содержащим полиспецифическую 
антисыворотку.

На третьем этапе после застывания геля проводят второй электрофорез 
в направлении, перпендикулярном направлению первого разделения. При этом 
антитела, содержащиеся в геле, образуют с исследуемыми белками преципи-
таты в форме пиков, площадь которых прямо пропорциональна содержанию 
антигенов в геле.

Все описанные процедуры можно проводить на одной стеклянной пластин-
ке: после электрофореза в первом направлении на пластинке оставляют лишь 
одну полоску геля с антигенными фракциями; остальной гель удаляют, а на его 
место заливают раствор агарозы с антителами и проводят второй электрофорез.

Оценка результатов. Перекрестный иммуноэлектрофорез позволяет оце-
нить как качественный, так и количественный состав сложной смеси антигенов.

На двумерных иммуноэлектрофореграммах антигены идентифицируют 
по электрофоретической подвижности и форме пика преципитации. Иногда 
этих данных для окончательной идентификации антигенов оказывается недос
таточно. В этих случаях проводят дополнительный анализ с использованием 
контрольного известного антигена. Его добавляют в исследуемую смесь антиге-
нов, и при наличии в ней идентичных антигенов высота соответствующего пика 
преципитации будет увеличиваться по сравнению с высотой пика на исходной 
иммунофореграмме смеси (рис. 3.20).

Для количественного определения белков есть несколько способов. Из-
мерив высоту пика (h) и длину его основания (b), площадь пиков можно рас-
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Рис. 3.20. Идентификация антигена в перекрестном иммуноэлектрофорезе 
с помощью контрольного известного антигена. Иммуноэлектрофореграммы:  

I — ​контрольного антигена (р); II — ​исследуемой смеси антигенов (х); III — ​смеси р + х
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считать по формуле S = 1/2 h · b. Этот способ вполне надежен, но пригоден для 
анализа лишь симметричных пиков преципитации.

Если в перекрестном иммуноэлектрофорезе сформировались резко асим-
метричные пики, то их площадь следует определять, взвешивая соответствую-
щие бумажные копии. Увеличенное изображение иммуноэлектрофореграммы 
проецируют на бумагу, и интересующий объект обводят карандашом. Затем 
диаграмму вырезают, взвешивают и сравнивают по массе с диаграммами стан-
дартной смеси. Результаты выражают в процентах от нормы или в абсолютных 
величинах.

Однако быстрее и проще оценивать пик по его высоте. Достоверно было 
показано, что метод измерения высоты пиков по воспроизводимости сопоста-
вим с предыдущим методом.

3.1.4. Реакция нейтрализации
Р е а к ц и я  н е й т р а л и з а ц и и  (РН) — ​это иммунологическая реакция, 

основанная на способности антител связывать различные микроорганизмы 
или их метаболиты (токсины, ферменты). При связывании с антителами воз-
будители или токсины утрачивают свои биологические свойства, то есть ней-
трализуются. На практике данные реакции применяют для выявления вирусов 
и различных токсинов.

PH позволяет решить следующие диагностические задачи:
—  идентифицировать неизвестный (выделенный) вирус;
—  обнаружить и определить титр вируснейтрализующих антител;
—  идентифицировать экзотоксин, продуцируемый неизвестным возбу-

дителем;
—  определить активность антитоксических лечебных сывороток;
—  выявить антитела к ферментам бактерий, таких как антистрептолизины, 

антистафилолизины, антистрептокиназы.
Идентификацию неизвестного вируса осуществляют путем исследования 

его с различными заведомо известными сыворотками (антителами).
Компоненты реакции при идентификации возбудителя:
—  исследуемый вирус;
—  диагностическая вируснейтрализующая сыворотка;
—  индикаторная система (культуры клеток, куриные эмбрионы, лабора-

торные животные).
Стандартную диагностическую сыворотку смешивают в пробирке с биома-

териалом, содержащим исследуемый вирус. Смесь выдерживают в термостате 
определенное время. Затем этой смесью заражают культуру клеток, куриный 
эмбрион или лабораторное животное. За состоянием живых объектов наблю-
дают и через соответствующий срок учитывают результат нейтрализации. 
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При положительной реакции, то есть при нейтрализации вируса антителами 
индикаторные объекты продолжают нормально существовать, а контрольные 
погибают либо у них в результате цитопатического действия вируса обнаружи-
ваются характерные изменения. В таком случае делается вывод, что это именно 
тот вирус, стандартную сыворотку к которому использовали.

Серодиагностика вирусных болезней. Так называют способ диагностики 
вирусных патогенов по наличию в крови больных высоких титров вирусспе-
цифических антител. При серодиагностике вирусных инфекций с помощью 
реакции нейтрализации в сыворотке крови больных определяют вируснейтра-
лизующие антитела по известному вирусу.

Компоненты реакции при серодиагностике вирусных инфекций:
—  исследуемая сыворотка;
—  известный вирус — ​диагностикум;
—  индикаторный объект.
С учетом того, что вируснейтрализующие антитела вырабатываются мед-

ленно, реакцию нейтрализации ставят в динамике с парными сыворотками, 
одну из которых берут в разгаре заболевания, а вторую — ​спустя 2–3 недели, 
и по четырехкратному нарастанию титра антител в последней сыворотке под-
тверждают диагноз.

Идентификация токсина. При диагностике некоторых инфекционных 
заболеваний, возбудители которых продуцируют экзотоксины, используют 
реакцию нейтрализации токсина антитоксином. Реакция нейтрализации ток-
синов позволяет идентифицировать бактериальные экзотоксины по их видовой 
и типовой принадлежности.

Для проведения реакции нейтрализации токсина антитоксином исследуе-
мый материал, в котором подозревают наличие токсина, смешивают с соответ-
ствующей антитоксической сывороткой и после инкубации в термостате вводят 
лабораторным животным (белым мышам, морским свинкам). Контрольным 
животным вводят только исследуемый материал. Если антитоксическая сыво-
ротка токсин нейтрализует, животные останутся живы. Контрольные животные 
под действием токсина погибнут. Данная реакция используется для выявления 
токсинов возбудителей ботулизма, столбняка, газовой гангрены.

Реакция нейтрализации токсина антитоксином имеет большое практичес
кое значение как метод определения активности антитоксических лечебных сы-
вороток. Антигеном в данной реакции является истинный экзотоксин. Для этой 
цели часто используется реакция нейтрализации по механизму флоккуля-
ции. В результате взаимодействия токсина или анатоксина с антитоксической 
сывороткой выпадают хлопья флоккулята. Наиболее интенсивная и ранняя 
(«инициальная») флоккуляция происходит в пробирке, где антиген и антитела 
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содержатся в эквивалентных соотношениях, то есть количественное содержание 
токсина соответствует количеству международных единиц сыворотки.

Достоинствами реакций нейтрализации являются их универсальность 
и высокая специфичность; недостатками — ​большая трудоемкость; строгое 
соблюдение стерильности материалов, посуды и инструментов; высокая стои-
мость живых биологических систем; относительная длительность исследования 
и необходимость проведения математических расчетов.

3.1.5. Реакции связывания комплемента
Уникальная способность комплемента специфически связываться с различ-

ными по своей природе комплексами «антиген — ​антитело» нашла применение 
в реакции связывания комплемента (РСК), предложенной в 1901 г. Ж. Борде 
и О. Жангу.

Особое достоинство реакции связывания комплемента состоит в том, что 
природа антигена, участвующего в ней (корпускулярная или растворимая), 
не имеет значения, так как комплемент связывается с Fc-фрагментом любого 
антитела, относящегося к IgG и IgM, независимо от его антительной специ-
фичности.

Антитела IgM и IgG (1, 2, 3) в составе иммунного комплекса приобретают 
способность связывать Clq — ​субкомпонент первого компонента комплемен-
та, что вызывает последовательную активацию остальных белков системы 
комплемента по так называемому классическому пути. Последствия актива-
ции системы комплемента определяются природой входящего в него антигена. 
Сборка мембраноатакующего комплекса (С5b — ​С9) обусловливает гемолиз 
и лизис некоторых грамотрицательных бактерий — ​бактериолиз. Связыва-
ние комплемента иммунными комплексами, антиген в которых представлен 
растворимыми соединениями, а также грамположительными бактериями, 
не приводит к видимым последствиям. Однако в результате связывания 
с иммунным комплексом белки комплемента претерпевают необратимые из-
менения, комплемент теряет способность лизировать сенсибилизированные 
эритроциты. Реакция связывания комплемента основана на этих закономер-
ностях активации комплемента.

Поскольку процесс связывания комплемента не проявляется визуально, 
Ж. Борде и О. Жангу предложили использовать в качестве индикатора гемоли-
тическую систему (эритроциты барана + гемолитическая сыворотка), которая 
показывает, фиксирован ли комплемент комплексом «антиген — ​антитело». 
Если образования иммунного комплекса не происходит, комплемент остается 
свободным и соединяется со второй системой, вызывая гемолиз, что сопровож
дается видимыми изменениями.
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Реакция связывания комплемента относится к сложным серологическим 
реакциям. В ней участвуют комплемент и две системы «антиген — ​антитело». 
По существу, это две серологические реакции. Для проведения РСК необходимы 
5 основных ингредиентов:

—  антиген (обычно лизат, экстракт, гаптен;  
реже — взвесь); Первая система, 

диагностическая—  антитела (исследуемая сыворотка); 
—  комплемент;
—  антиген (эритроциты барана); Вторая система, 

индикаторная—  антитело (гемолизин к эритроцитам барана).
Первая система — ​диагностическая, включающая антиген и антитела (один 

компонент известный, другой — ​нет). К ней добавляют определенное коли-
чество комплемента, и смесь выдерживают некоторое время для завершения 
реакции. При соответствии антигена и антител этой системы во время инку-
бации происходит образование комплекса «антиген + антитело + комплемент». 
При отсутствии определяемого иммунореагента иммунные комплексы не обра-
зуются, и комплемент остается свободным. Внешне образование иммунных 
комплексов никакими феноменами не проявляется (рис. 3.21).

О связывании комплемента иммунным комплексом узнают с помощью 
второй системы — ​индикаторной. В нее входят эритроциты барана (антиген) 
и соответствующая им гемолитическая сыворотка (антитела), то есть готовый 
иммунный комплекс. Специфические антитела, обусловливающие лизис кле-
ток, называются лизинами, применительно к эритроцитам — ​гемолизинами. 
Гемолизины способны проявить свое лизирующее действие на эритроциты 
только в присутствии комплемента.

Если в первой фазе реакции происходит связывание комплемента, то при-
бавленные к смеси во второй фазе реакции сенсибилизированные эритроци-
ты не лизируются. Отсутствие гемолиза регистрируют как положительный 
результат РСК.

Если иммунный комплекс не образовался, то оставшийся свободным ком-
племент обусловливает лизис сенсибилизированных эритроцитов. Гемолиз 
во второй фазе реакции свидетельствует об отсутствии искомых антигенов 
или антител.

Для контроля необходимо одновременно ставить реакции точно в тех же 
условиях с нормальной сывороткой и сывороткой, дающей заведомо положи-
тельный результат.

Антигеном для постановки реакции связывания комплемента могут быть 
культуры разнообразных убитых микробов, их лизаты, компоненты бактерий, 
экстракты, полученные из патологически измененных и нормальных органов 
и тканей.
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В силу того что все микробные антигены адсорбируют какое-то количест-
во комплемента, перед титрованием их проверяют на антикомплементарные 
свойства, определяя растворяющую дозу комплемента, то есть то наибольшее 
количество антигена, которое не вызывает задержки гемолиза.

Таким образом, для постановки РСК необходимы следующие подготовлен-
ные ингредиенты (см. рис. 3.21):

1) сыворотка, подлежащая исследованию, инактивированная при 56 °C 
в течение 30 мин в водяной бане;

а
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Рис. 3.21. Схема реакции связывания комплемента  
с сывороткой крови больного (а) и здорового (б): 
Аг — ​антиген; Э — ​эритроциты; С — ​сыворотка крови
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2) антиген (взвесь бактерий или экстракт из них), не вызывающий само-
стоятельно ни гемолиза, ни задержки его в дозе, установленной титрованием;

3) комплемент в рабочей дозе, установленной титрованием;
4) гемолитическая сыворотка в дозе, соответствующей ее утроенному титру;
5) 3 % взвесь бараньих эритроцитов;
6) физиологический раствор.
Учет результатов РСК. Проводится по системе 4+.
(++++) — ​100 % связывание антигена антителами и образование комплек-

сов «антиген + антитело + комплемент». Полная задержка гемолиза: после 
центрифугирования в пробирке образуется осадок эритроцитов, супернатант 
прозрачный, бесцветный.

(+++) — ​75 % связывание антигена антителами. Определенная часть ком-
племента остается в свободном виде и активируется гемолитической системой. 
Явная задержка гемолиза: после центрифугирования на дне пробирки виден 
осадок эритроцитов, супернатант имеет слегка желтоватую окраску из-за лизиса 
части эритроцитов.

(++) — ​50 % связывание антигена антителами. Половина комплемента 
находится в свободном виде и вызывает гемолиз практически половины эрит
роцитов индикаторной системы. Частичная задержка гемолиза: после центрифу-
гирования на дне пробирки виден осадок эритроцитов, супернатант интенсивно 
окрашен в красно-оранжевый цвет.

(+) — ​сомнительный результат. Очень слабая задержка гемолиза: после 
центрифугирования на дне пробирки — ​незначительный осадок эритроцитов, 
супернатант окрашен так же, как при отрицательной РСК.

(‒) — ​отрицательный результат РСК. Полный гемолиз: после центрифу-
гирования на дне пробирки осадка нет, а все содержимое представляет собой 
прозрачный красно-оранжевый раствор — ​«лаковую кровь».

Применение РСК. Реакция связывания комплемента, обладающая высо-
кой чувствительностью, приобрела большое диагностическое значение. С ее 
помощью можно зарегистрировать образование иммунного комплекса в тех 
случаях, когда видимые проявления реакции «антиген — ​антитело», такие как 
преципитация, агглютинация или флоккуляция, отсутствуют. В РСК могут быть 
использованы как растворимые, так и нерастворимые антигены. Благодаря 
высокой чувствительности, в 100–200 раз превышающей чувствительность 
реакции преципитации, в РСК анализируют системы с низким содержанием 
антигенов и антител.

РСК применяется преимущественно для диагностики инфекционных за-
болеваний. В целях диагностики в исследуемых сыворотках крови можно 
определять антигены с помощью диагностической сыворотки. Однако чаще 
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в сыворотке крови определяют специфические антитела, используя антигены-
диагностикумы.

3.1.5.1. Реакция радиального гемолиза
Реакция радиального гемолиза (РРГ) — ​вариант реакции связывания ком-

племента. Ее ставят в агаровом геле, содержащем эритроциты барана и ком-
племент. В застывшем слое геля делают лунки и вносят в них гемолитическую 
сыворотку (антитела против эритроцитов барана). В результате радиальной 
диффузии антител вокруг лунок образуются зоны гемолиза. Радиус зоны ге-
молиза прямо пропорционален титру сыворотки. Таким образом можно опре-
делить активность гемолитической сыворотки.

Для определения активности комплемента с помощью реакции радиаль-
ного гемолиза в лунки геля, содержащего эритроциты барана, сенсибилизиро-
ванные антителами, вносят исследуемую и нормальную сыворотки в разных 
разведениях. Вокруг лунки, содержащей активный комплемент, образуется 
зона гемолиза, диаметр которой пропорционален количеству комплемента 
в исследуемой сыворотке (рис. 3.22).

Данный метод дает возможность определять общую активность компонен-
тов классического пути активации, однако если в сыворотке обнаружен дефи-
цит комплемента, РРГ не позволяет установить, отсутствием какого компонента 
дефицит обусловлен. В настоящее время эта реакция используется нечасто.

Внесение исследуемой сыворотки,
содержащей антитела к вирусу

Внесение исследуемой сыворотки,
не содержащей антител к вирусу

Зона гемолиза есть Зоны гемолиза нет

Агарозный гель, содержащий комплемент 
и эритроциты барана, связанные с антигеном вируса

Рис. 3.22. Радиальный гемолиз, вызванный антителами
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РРГ применяется также в серодиагностике для выявления антител против 
возбудителей вирусных инфекций. Как и в первом случае, в гель вводят ком-
племент и эритроциты барана, но на эритроцитах адсорбируют соответствую
щие антигены, например гликопротеиновый гемагглютинин вируса гриппа, 
краснухи или клещевого энцефалита. В лунки вносят исследуемую сыворотку 
крови. Антигемагглютининовые антитела сыворотки крови, диффундируя 
в гель, взаимодействуют с вирусными антигенами на эритроцитах. Затем к ком-
плексу «антиген + антитело» присоединяется комплемент, что заканчивается 
активацией системы комплемента и гемолизом.

Реакция радиального гемолиза в геле нашла применение в диагностике 
вирусных инфекций благодаря простоте постановки и нечувствительности 
к сывороточным ингибиторам.

3.1.5.2. Реакция иммунного прилипания
Реакция иммунного прилипания (РИП) — ​специфическая иммунологи-

ческая реакция, наступающая в результате образования комплекса «анти
ген + антитело + комплемент» и его взаимодействия с рецепторами тромбоци-
тов и эритроцитов и выражающаяся в образовании агглютинатов.

Основана реакция иммунного прилипания на активации системы компле-
мента корпускулярными антигенами, обработанными иммунной сывороткой. 
Если к антигену (бактерии, вирусу и др.) добавить соответствующую иммунную 
сыворотку и комплемент, то сначала образуется комплекс «антиген + антитело», 
который затем присоединяет и активирует комплемент. В результате нараба-
тывается активированный компонент комплемента С3b, присоединяющийся 
к корпускулярному антигену в составе иммунного комплекса. Эритроциты, 
тромбоциты и другие клетки крови имеют на поверхности рецепторы к C3b. 
При смешивании этих клеток с иммунными комплексами благодаря C3b-ком-
поненту комплемента происходит взаимодействие комплекса «антиген + анти
тело + комплемент» с индикаторными клетками, что сопровождается их сое-
динением и агглютинацией.

Результат реакции оценивают микроскопически путем подсчета процент-
ного количества эритроцитов, присоединившихся к корпускулярному антигену, 
сенсибилизированному антителами и комплементом, а также путем определе-
ния характера осадка эритроцитов, как в реакции пассивной гемагглютинации.

Применяется РИП для определения антигенных свойств бактерий, вирусов, 
лейкоцитов; для определения in vitro активности разнообразных антител и ан-
тигенов, а также комплемента; для определения антигенов главного комплекса 
гистосовместимости.
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3.2. Методы с использованием меток (меченых реагентов)

3.2.1. Радиоиммунный анализ
Радиоиммунный анализ (РИА) был предложен в конце 1950‑х гг. Р. Ялоу 

и С. Берсон для определения уровня эндогенного инсулина в плазме крови 
человека. В 1977 г. Р. Ялоу была удостоена Нобелевской премии.

РИА — ​метод количественного определения биологически активных ве-
ществ (гормонов, ферментов, маркеров злокачественных новообразований, 
лекарственных средств, наркотиков и других веществ) в биологических жид-
костях. Основан данный метод на конкурентном связывании определяемых 
и аналогичных им меченных радионуклидами веществ со специфическими 
связывающими системами. Последними чаще всего являются специфические 
антитела.

Чувствительность радиоиммунного анализа очень высока. Некото-
рые методики позволяют выявлять очень низкие концентрации веществ,  
до 10–14 моль/л. Особенно важна чувствительность при измерении концент-
раций пептидных гормонов (эти концентрации обычно находятся в пределах 
от 10–13 до 10–10 моль/л), а также при определении наркотиков, лекарственных 
средств, ферментов, бактериальных и вирусных антигенов.

Специфичность радиоиммунного анализа определяется специфичностью 
антител и может быть чрезвычайно высокой. Получены антитела и разработа-
ны методики РИА, позволяющие дифференцировать антигены с малейшими 
структурными различиями, в том числе:

—  гормоны щитовидной железы — трийодтиронин — ​T3 и тетрайодтиро-
нин (тироксин) — ​T4 (различаются одним атомом йода);

—  гормоны коры надпочечников — ​кортизол и кортикостерон (различа-
ются одним гидроксильным радикалом);

—  инсулины человека и свиньи (различаются концевой аминокислотой 
B-цепи);

—  инсулины свиньи, кашалота и собаки (имеют одинаковую последова-
тельность аминокислот, но разную конформацию).

В качестве метки для радиоиммунного анализа применяют радиоактивные 
изотопы (131I, 125I или 3H и 14C). В подавляющем большинстве случаев использу-
ются изотопы йода (125I) и трития (3Н).

Соединения, меченные тритием, достаточно устойчивы, поскольку период 
полураспада изотопа — ​12 лет, и практически идентичны по своему поведению 
немеченым лигандам. Однако при работе с меченными тритием соединениями 
требуется дополнительная стадия пробоподготовки образцов перед измерением 
β-излучения на жидкостных сцинтилляционных счетчиках, а низкая удельная 
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активность данных соединений (не более 100 Ки/моль) влечет за собой увели-
чение времени счета в анализе.

Мечение лигандов изотопом 125I дает возможность получить соединение 
с высокой удельной радиоактивностью (например, удельная радиоактивность 
йодированных стероидов составляет более 1 000 Ки/моль), и это явилось ос-
новной причиной того, что в настоящее время в качестве метки используют 
в основном радионуклиды йода. Кроме того, подсчет γ-излучения представ-
ляет собой значительно более простую и дешевую операцию, чем регистрация 
β-излучения. Среди большого числа методов, позволяющих ввести 125I в орга-
ническую молекулу, применяют только те, которые обеспечивают сохранность 
ее биологической и иммунологической активности. В связи с этим следует 
подбирать такие способы мечения высокомолекулярных соединений, кото-
рые минимально нарушают их структуру. Из числа таких способов наиболее 
часто используют химическое и ферментативное окислительное йодирование. 
Включение 125I в вещества с низкой молекулярной массой вызывает выраженное 
изменение их молекулярной структуры, что значительно влияет на иммуноген-
ность меченого соединения.

Соответственно, разработка рациональной процедуры йодирования тре-
бует знания структуры и свойств того вещества, которое нужно ввести в метку, 
и информации о свойствах антител к нему.

Можно получить меченые соединения in vitro восстановительным мети-
лированием (превращением аминогрупп в моно- или диметиламиногруппы). 
Этот метод позволяет без затруднений вводить в соединения двойную метку — 
3Н и 14С.

Для измерения радиоактивной метки, то есть излучения, используют спе-
циальные счетчики — ​радиометры. Подсчет радиоактивных импульсов как 
в контрольных, так и в исследуемых образцах проводится в течение фиксиро-
ванного времени, обычно в течение одной минуты. При анализе результатов 
реакции необходимо учитывать наличие фона радиоактивности, который 
может повлиять на конечный результат. Причинами повышения фона могут 
быть загрязнение контейнера или гнезда для пробы; неправильная настройка 
прибора; наличие сильного источника излучения вблизи прибора.

В зависимости от техники постановки выделяют два основных способа 
радиоиммунного анализа: жидкофазный (классический) и твердофазный.

Жидкофазный конкурентный РИА основан на феномене конкуренции 
определяемого антигена с известным количеством меченых антигенов за огра-
ниченное количество специфических к антигену антител, введенных в систему. 
Чем больше в исследуемой жидкости содержится определяемого антигена, тем 
меньше меченых антигенов свяжется с антителами и, следовательно, больше 
останется в растворе.
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Основными компонентами тест-системы для жидкофазного РИА являются:
—  меченный радиоизотопом и немеченый антигены;
—  антитела к анализируемому антигену;
—  стандартные контрольные образцы;
—  система отделения свободного антигена от образовавшегося иммуно-

комплекса.
Методика проведения жидкофазного конкурентного РИА включает 4 ос-

новных этапа.
1. К раствору антител добавляют меченый антиген и пробу, содержащую 

неизвестное количество определяемого антигена. Концентрацию антител в реак
ционной смеси подбирают так, чтобы число мест связывания было намного мень-
ше общего числа антигенов. Концентрация меченого антигена должна превышать 
максимально возможную концентрацию определяемого антигена в пробе.

2. Реакционную смесь инкубируют при определенной температуре. Мече-
ный и немеченый антигены конкурентно связываются с антителами, при этом 
образуются иммунные комплексы, содержащие либо меченый, либо немеченый 
антиген. Таким образом, к концу инкубации в реакционной смеси присутст-
вуют меченые и немеченые иммунные комплексы, а также свободные меченые 
и немеченые антигены. Количество меченых иммунных комплексов обратно 
пропорционально количеству немеченого антигена в пробе.

3. Для того чтобы оценить количество меченых иммунных комплексов, их 
надо отделить от свободного меченого антигена. Наиболее распространены 
два способа разделения:

а) к реакционной смеси добавляют вещество, повышающее ее плотность, 
например полиэтиленгликоль;

б) к реакционной смеси добавляют вещество с большой молекулярной 
массой, которое специфически связывается с антителами в составе иммунных 
комплексов (для этого используют вторые антитела либо стафилококковый 
белок A).

В обоих случаях иммунные комплексы, имеющие бóльшую молекулярную 
массу, чем свободные антигены, осаждают центрифугированием и затем изме-
ряют радиоактивность осадка.

4. Концентрацию антигена в пробе определяют по калибровочной кривой. 
Для ее построения используют несколько стандартных калибровочных раство-
ров с известными концентрациями немеченого антигена.

Недостаток этой техники постановки — ​необходимость специального раз-
деления свободного и связанного меченого антигенов (или антител).

В  твердофазном РИА один из  иммунореагентов иммобилизируется 
на твердом носителе. В качестве твердой фазы применяются полистироловые 
шарики или пробирки.
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Неконкурентный твердофазный РИА
Компоненты реакции:
—  определяемый антиген;
—  специфические антитела известной концентрации, связанные на сор

бенте;
—  идентичные связанному антителу антитела, меченные радиоизотопом;
—  стандартный антиген;
—  буферный раствор.
К связанным антителам добавляют определяемый антиген. В процессе ин-

кубации на сорбенте образуются комплексы «антиген — ​антитело». Сорбент 
отмывают от свободных компонентов и добавляют меченные радиоизотопом 
антитела, которые связываются со свободными валентностями антигена в сос
таве комплекса. Величина радиоактивности пропорциональна концентрации 
определяемого антигена. Данный тест на практике используется для опреде-
ления HBs-антигена.

Конкурентный твердофазный РИА
Метод основан на конкуренции антигенов (определяемого и меченого) 

за присоединение к адсорбированным на сорбенте антителам.
Компоненты реакции:
—  определяемый антиген (исследуемый материал);
—  меченный радиоизотопом антиген;
—  специфичные антитела известной концентрации, связанные на сорбенте;
—  стандартный антиген;
—  буферный раствор.
Сначала в реакцию вводят определяемый антиген. Происходит образо-

вание комплексов «антиген — ​антитело» на поверхности сорбента. Сорбент 
отмывают, затем вводят меченый антиген. Чем выше содержание определяе
мого антигена, тем меньше меченого иммунореагента свяжется на поверх-
ности сорбента. Концентрацию меченого антигена определяют измерением 
радиоактивности реакции с помощью счетчиков. Величина радиоактивности 
реакции будет обратно пропорциональна концентрации антигена в исследуе
мой пробе.

Иммунорадиометрический анализ
Определение антител с помощью изотопной метки получило название 

иммунорадиометрического анализа. В качестве примера рассмотрим радио-
аллергосорбентный тест (РАСТ).

Радиоаллергосорбентный тест был разработан в начале 1970‑х гг. (Л. Вайд) 
для определения реагинов — ​IgE в сыворотке крови (рис. 3.23). Аллерген сор
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бировали на пористом носителе (бумага, полимерные мембраны, гранулы, 
губки). Далее добавляли сыворотку крови пациента, инкубировали в течение 
3 ч, отмывали и вносили антиглобулиновую сыворотку (против IgE), меченную 
радиоактивным изотопом. После отмывки несвязавшихся реагентов радиоак-
тивность учитывали на счетчике.

Первые тесты характеризовались низкой чувствительностью, плохо кор-
релировали с клиникой и другими аллергологическими тестами и не нашли 
широкого применения.

В конце 1970‑х гг. были предложены РАСТ второго поколения (бóльшая 
чувствительность за счет меньшей специфичности и увеличения времени про-
ведения теста; тесты по-прежнему носили качественный характер).

Наконец, в 1980–1990‑х гг. распространились РАСТ третьего поколения. 
Бóльшие чувствительность и специфичность за счет использования монокло-
нальных антител против IgE, автоматизация, применение IgE стандартов ВОЗ 
позволили получать количественные результаты.

В медицине радиоиммунный анализ считается наиболее информативным 
методом оценки функционального состояния щитовидной железы, поскольку 
он позволяет определить уровень тиреоидных гормонов в крови. Зарубежные 

Специфические антитела
(IgE) сыворотки крови

Аллерген сорбирован
на полимерной «губке»

в микропробирке
Вторичные антитела

против IgE,
конъюгированные

с изотопом 125I

Измерение
радиоактивности

125I125I

125I

125I125I

Рис. 3.23. Схема радиоаллергосорбентного теста
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фирмы выпускают для радиоиммунологических исследований специальные 
стандартные наборы иммуносорбентов. С их помощью можно определять 
в сыворотке крови уровни ТТГ, Т4, Т3, тиреотропин-рилизинг-гормона (ТРГ); 
тиреолиберина, тиреокальцитонина (ТК) — ​гормона, синтезируемого С-клет-
ками щитовидной железы.

Радиоиммунный анализ позволяет решать и актуальнейшую задачу онко-
логии — ​раннюю диагностику злокачественных новообразований, поскольку 
с его помощью можно выявлять онкомаркеры — ​вещества, продуцируемые 
опухлевыми клетками или организмом в ответ на развитие опухоли. От ве-
ществ, продуцирующихся нормальными клетками, эти вещества отличаются 
качественно или количественно. На ранних стадиях онкологического забо-
левания, при небольшой массе опухоли, диагностировать злокачественное 
новообразование не всегда возможно, а в РИА обнаруживаются даже незна-
чительные концентрации онкомаркеров, что важно для своевременной оценки 
ситуации и своевременного лечения.

РИА также можно использовать в диагностике заболеваний сердечно-
сосудистой системы, для установления причин бесплодия, нарушения раз-
вития плода, для определения концентрации в крови иммуноглобулинов, 
ферментов и др.

Наряду с несомненными достоинствами, о которых было сказано выше, 
радиоиммунный анализ имеет и определенные недостатки:

—  ограниченный срок жизни радиоактивной метки, что вызывает необ-
ходимость постоянной замены реактивов;

—  относительно дорогое специальное оборудование для регистрации 
радиоактивности;

—  необходимость специальных мер предосторожности и высокой квали-
фикации обслуживающего персонала.

Именно эти трудности послужили исходным моментом для поиска мето-
дов, альтернативных РИА, но сохраняющих его высокую чувствительность, 
специфичность и экспрессность.

3.2.2. Флуоресцентный иммунный анализ
Реакция иммунофлуоресценции (метод Кунса) основана на том, что антиге-

ны тканей или микробы, обработанные иммунными сыворотками с антителами, 
меченными флуорофорами, способны светиться в ультрафиолетовых лучах 
люминесцентного микроскопа. Различают три основные разновидности метода 
Кунса: прямой, непрямой, с комплементом. Флуоресцентный иммунный анализ 
(ФИА) относится к гетерогенным методам, поэтому после каждой операции 
следует отмывка несвязанных компонентов.
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Прямой метод ФИА заключается в выявлении антигена с помощью им-
мунной сыворотки, меченной флуорофором.

Компоненты прямого ФИА:
—  исследуемый материал (антиген); антигенами могут быть культуры бак-

терий, грибов, простейших; срезы тканей, препараты из материалов от больных 
людей (кал при холере, мокрота при коклюше); инфицированные культуры 
клеток;

—  меченая специфическая иммунная сыворотка, содержащая антитела 
к искомому антигену;

—  изотонический раствор хлорида натрия.
На фиксированный препарат наносят конъюгат (флуоресцирующую сыво-

ротку к предполагаемому антигену) и инкубируют определенное время. Далее 
препарат отмывают от несвязанного конъюгата, подсушивают на воздухе, 
наносят нефлуоресцирующее масло и исследуют под люминесцентным микро-
скопом. На том участке, где локализуются комплексы «антиген — ​антитело», 
обнаруживают флуоресценцию — ​свечение. Бактерии в мазке, обработанные 
такой специфической сывороткой, светятся по периферии клетки в виде каймы 
зеленого цвета.

Чаще всего прямой метод флуоресцентного иммунного анализа применяют 
для идентификации неизвестного антигена. Недостатком этого метода является 
необходимость иметь в наличии сыворотки для каждого вида идентифицируе
мого микроорганизма.

Непрямой метод ФИА заключается в выявлении комплекса «антиген — ​
антитело» с помощью антиглобулиновой (против антител) сыворотки, меченной 
флуорофором.

Компоненты непрямого ФИА:
—  исследуемый материал;
—  специфическая антисыворотка;
—  антиглобулиновая сыворотка, меченная флуорофором;
—  изотонический раствор хлорида натрия.
На первом этапе фиксированные мазки из взвеси микробов обрабаты-

вают немеченой специфичной антимикробной кроличьей диагностической 
сывороткой. Если антитела данной сыворотки соответствуют антигену, то они 
фиксируются на нем. На втором этапе на препарат наносят антивидовую люми-
несцирующую сыворотку. Меченые вторичные антитела специфически взаимо-
действуют с Fc-фрагментом первичных антител, которые для вторичных антител 
будут являться антигенами. В результате образуется комплекс «микроб + анти-
микробные кроличьи антитела + антикроличьи антитела, меченные флуорофо-
ром», который можно обнаружить в люминесцентном микроскопе (рис. 3.24).
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Преимущество непрямого метода ФИА заключается в том, что он является 
более универсальным по сравнению с прямым методом, так как при помощи 
одной люминесцирующей антивидовой сыворотки можно выявлять микроор-
ганизмы разных видов.

Непрямой метод ФИА намного чувствительнее прямого, поскольку с каж
дой молекулой первичных антител связываются несколько молекул вторичных 
антител, содержащих метку.

В настоящее время для усиления сигнала в качестве вторичных антител 
могут быть использованы не полные антитела, а Fab-фрагменты, конъюгиро-
ванные с флуоресцентной меткой (рис. 3.25). Размер Fab-фрагментов много 
меньше размера полных антител, и они легче проникают к месту связывания. 

а б

бактериябактерия

флуорохром

Рис. 3.24. Реакции иммунофлуоресценции:  
а — ​прямая; б — ​непрямая

Конъюгированные с флуоресцентной меткой 
Fab-фрагменты вторичных антител

Антиген

Первичное антитело

Рис. 3.25. Cхема непрямого метода флуоресцентного иммунного анализа  
с использованием конъюгированных Fab-фрагментов вторичных антител
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Использование подобной технологии позволяет многократно увеличить 
количество молекул флуорофора на одну молекулу антигена.

В последние годы стали применять и моноклональные люминесцирующие 
антитела, более специфичные по сравнению с поликлональными.

Непрямой метод ФИА можно использовать и для определения антител в сы-
воротке крови больного. Для этого известный антиген (культура клеток, срезы 
тканей) наносят на предметное стекло и инкубируют сначала с исследуемой 
сывороткой, а затем — ​в присутствии меченных флуорохромом антивидовых 
антител к иммуноглобулинам человека.

Непрямой метод ФИА позволяет не только обнаружить антитела, но и опре-
делить их титр. Кроме того, этим методом можно одной меченой сывороткой 
обнаруживать антигены разных вирусов, так как он основан на использовании 
антивидовых сывороток.

ФИА с комплементом представляет собой разновидность непрямого метода 
флуоресцентного иммунного анализа с дополнительным введением комплемента. 
Заключается этот метод в том, что на фиксированный препарат наносят инактиви-
рованную нефлуоресцирующую специфическую сыворотку и комплемент, выдер-
живают и промывают. Для выявления комплекса «антиген + антитело + компле-
мент» на препарат наносят флуоресцирующую антикомплементарную сыворотку. 
При положительной реакции образуется комплекс «антиген + антитело + ком-
племент + меченые антитела». После промывки и подсушивания препарат ис-
следуют под люминесцентным микроскопом с использованием иммерсионной 
системы — ​специального нефлуоресцирующего масла.

Достоинства флуоресцентного иммунного анализа: высокая специфич-
ность и чувствительность, простота постановки, минимальное количество 
компонентов. Это экспресс-метод диагностики, так как ответ можно получить 
в течение нескольких часов. К недостаткам относятся субъективизм в оценке 
интенсивности свечения и, к сожалению, то, что иногда флуоресцирующие 
сыворотки бывают плохого качества. В настоящее время методы ФИА широко 
применяют в диагностике вирусных болезней животных.

3.2.3. Поляризационный флуоресцентный иммуноанализ
Поляризационный флуоресцентный иммуноанализ (ПФИА) является одной 

из разновидностей гомогенных иммунохимических методов анализа с исполь-
зованием флуоресцентной метки. Основан ПФИА на конкуренции меченного 
флуоресцентным красителем антигена (трейсера) с немеченым антигеном (в ис-
следуемом образце) за ограниченное количество центров связывания антител 
и на определении поляризации флуоресценции трейсера в составе иммунного 
комплекса.
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Данный метод предполагает использование флуоресцентных меток, кова-
лентно связанных с антигеном. В качестве метки применяется, как правило, 
флуоресцеин, который поглощает голубой свет и флуоресцирует зеленым.

При возбуждении молекулы плоскополяризованным светом испускание 
флуоресцирующего образца тоже будет поляризовано. Метод ПФИА основан 
на возрастании поляризации флуоресценции трейсера при его связывании 
с антителами. Время жизни молекулы в возбужденном состоянии составляет 
несколько наносекунд, но его достаточно для поворота молекулы на некоторый 
угол. Степень поляризации обратно пропорциональна углу поворота молекул 
за период между возбуждением и излучением.

Время, необходимое для поворота молекулы на определенный угол, — ​это 
период вращательной релаксации. Период вращательной релаксации молекулы 
в растворе зависит, прежде всего, от ее размера. Он мал (1 нс) для небольших 
молекул (флуоресцеин) и значителен (100 нс) для крупных молекул, таких как 
иммуноглобулины.

Поляризация флуоресценции низкомолекулярного трейсера в растворе 
близка к нулю. Взаимодействие трейсера со специфическим антителом и об-
разование иммунного комплекса значительно большего размера приводят 
к высокому значению степени поляризации флуоресценции (рис. 3.26).

Высокая подвижность Низкая подвижность
Низкая поляризация флуоресценции Высокая поляризация флуоресценции

АтАгАг

Рис. 3.26. Принцип поляризационного флуоресцентного иммуноанализа

Теоретически поляризация флуоресценции (Р) изменяется от 0 до 0,5; 
в расчетах обычно используют величину миллиполяризации флуоресценции, 
mР (Р = 1 000 mР).

При отсутствии определяемого антигена в анализируемой пробе степень 
поляризации флуоресценции будет максимальна, так как все центры связыва-
ния специфических антител заняты только молекулами трейсера (рис. 3.27, а).

При наличии определяемого антигена, конкурирующего за обладание ак-
тивными центрами антител, степень поляризации уменьшается, потому что 
часть антигенсвязывающих центров антител оказывается занята антигеном без 
флуоресцентной метки (см. рис. 3.27, б). Следовательно, при фиксированной 
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концентрации антител и трейсера степень поляризации флуоресценции будет 
обратно пропорциональна концентрации определяемого вещества в пробе.

Метод ПФИА довольно прост в постановке и заключается в добавлении 
аликвоты определяемого вещества (обычно 10–50 мкл) и трейсера к раствору 
антител, инкубации в течение нескольких минут и измерении поляризации 
флуоресценции. Измерение степени поляризации флуоресценции производят 
на приборах, оборудованных двумя поляризаторами и высокочувствительным 
детектором. Принципиальная схема прибора приведена на рис. 3.28.

Специфичность в ПФИА определяют антитела. Используются антитела как 
моноклональные, так и поликлональные. Для рутинного скрининга подойдут 
высокоспецифичные поликлональные антитела. Существует возможность 
определять как одно соединение, так и группу соединений в зависимости от спе-
цифичности используемых антител.

Главные достоинства ПФИА — ​экспрессность, высокая чувствительность 
и специфичность, малое количество исследуемого образца, отсутствие стадий 
пробоподготовки, хорошая воспроизводимость результатов анализа, полная 
автоматизация качественного и количественного анализа. Но, как и любой 
аналитический метод, ПФИА имеет недостатки, а именно матричный эффект 
образца и необходимость использования специальных приборов. Чувстви-
тельность метода ПФИА на 1–2 порядка ниже, чем чувствительность иммуно-
ферментного анализа с использованием одних и тех же антител. Метод ПФИА 
применяется для определения в основном низкомолекулярных соединений: 
лекарственных веществ, наркотиков, гормонов, пестицидов и др.

а б

Рис. 3.27. Схема поляризационного флуоресцентного иммуноанализа:  
а — ​определяемый антиген в пробе отсутствует, все сайты связывания антител заняты 
молекулами трейсера, поляризация максимальная; б — ​определяемый антиген в пробе 

присутствует, сайты связывания антител заняты как молекулами трейсера,  
так и молекулами антигена
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3.2.4. Иммуноферментный анализ
Метод иммуноферментного анализа (ИФА) является высокочувствитель-

ным и высокоспецифичным иммунохимическим методом, с помощью которого 
проводят качественное и количественное определение различных веществ, 
обладающих свойствами антигенов, гаптенов или антител.

В основе метода ИФА лежат специфическая реакция антигена с антителом 
и выявление образовавшегося иммунного комплекса с помощью специфичес
кого иммунореагента, меченного ферментной меткой.

ИФА для выявления антигена

Аг   Ат с ферментом

ИФА для выявления антител

Ат Аг с ферментом

Е+ Е
S

P

+
S

P
Е Е

Основной принцип иммуноферментного анализа 
(E – фермент; S — ​субстрат; P — ​продукт реакции)

Кювета

Поляризатор

Источник света

Поляризатор

Iν

Ih

Рис. 3.28. Принципиальная схема прибора для измерения поляризации 
флуоресценции. Плоскополяризованный свет проходит через кювету  
с образцом. На выходе измеряется изменение плоскости поляризации  

относительно поляризатора
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Детекция иммунного комплекса осуществляется по цветной реакции суб-
страта этого фермента, чаще всего с помощью спектрофотометрии. Качест-
венный анализ позволяет получить информацию о содержании антигена или 
антитела в исследуемом материале по принципу «есть / нет». При проведении 
количественного анализа определяют концентрацию антигена или антитела 
в исследуемом материале с использованием калибровочного графика.

Использование ферментов в качестве метки в иммуноанализе обусловлено, 
прежде всего, их высокой каталитической активностью, позволяющей с при-
менением соответствующих субстратов регистрировать ферменты в растворе 
на уровне 10–15 М и ниже.

По условиям, в которых проводится ИФА, все его методы можно разде-
лить на гомогенные и гетерогенные. Последние, в свою очередь, могут быть 
подразделены на твердофазные и гомогенно-гетерогенные.

Гомогенные методы ИФА характеризуются тем, что все иммунохимические 
и ферментативные реакции происходят в однофазной системе (в растворе) 
и не требуют механического разделения и удаления промежуточных продуктов 
и непрореагировавших компонентов.

Определение концентрации исследуемого соединения основано на эффекте 
изменения каталитическоей активности фермента-метки при образовании 
иммунного комплекса. Гомогенный ИФА получил в литературе название EMIT-
анализ (от англ. enzyme multiplied immunoassay techniqje), или иммуноаналити-
ческий метод с регуляцией ферментативной активности.

Фермент может утрачивать каталитическую активность при его соедине-
нии с антигеном, и в результате реакции Аг — ​Ат происходит восстановление 
ферментативной активности.

Чаще всего используют схему, когда конъюгат Аг-Е, подобно свободному 
ферменту, катализирует превращение субстрата S в продукт реакции P, а ком-
плекс Ат – ​Аг-Е не проявляет ферментативной активности.

Потеря активности может быть вызвана изменением конформации молеку-
лы фермента с нарушением структуры его активного центра (блок а на приве-
денной ниже схеме) либо пространственной недоступностью активного центра 
вследствие присоединения антитела (блок б).

а

б

+ АтАг Е

+ АтАг Е
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а

б

+ АтАг Е

+ АтАг Е

Причины потери активности молекулы фермента

При добавлении в систему свободного антигена он, конкурируя за анти-
тела, количество которых ограничено, вызовет регенерацию конъюгата Аг-Е 
и появление ферментативной активности:

	 а (Ат – Аг-Е) + b Аг = с (Ат – Аг-Е) + d (Ат – Аг) + е (Аг-E) + f Aг.

Чем больше в анализируемом образце антигена, тем больше его свяжется 
с антителами и тем больше конъюгата (меченных ферментом Аг) останется 
в растворе несвязанным и проявит ферментативную активность по отношению 
к субстрату, изменяя цвет раствора. Таким образом, ферментативная актив-
ность конъюгата прямо пропорциональна количеству свободного антигена 
в исследуемой пробе.

При наличии калибровочной кривой, отражающей зависимость между 
концентрацией антигена и ферментативной активностью конъюгата Аг-Е, 
можно определить концентрацию Аг в исследуемом образце.

Таким образом, при проведении гомогенного ИФА регистрируется концен-
трация не образующегося специфического комплекса Аг — ​Ат, а оставшихся 
свободными центров специфического связывания.

Гомогенный иммуноферментный анализ применяется, как правило, для 
определения низкомолекулярных субстанций. Существенным достоинством 
гомогенного ИФА является экспрессность определения, которая составляет 
2–5 мин. В настоящее время налажен промышленный выпуск различных тест-
систем для быстрого выявления токсинов, стероидных гормонов, гаптенов, 
лекарственных соединений в биологических жидкостях. Недостаток данно-
го метода — меньшая чувствительность по сравнению с гетерогенным ИФА 
(~1 мкг/мл).

При использовании гетерогенных методов ИФА анализ проводится 
в двухфазной системе с участием твердой фазы — ​носителя. Гетерогенные 
методы включают обязательную стадию разделения соединения свободного 
и соединения, образовавшего специфический комплекс меченого соединения, 
которые находятся в разных фазах.

Если на первой стадии антиген или антитела используют в иммобилизован-
ном состоянии (а следовательно, формирование специфического иммунного 
комплекса проходит на твердой фазе), то метод относится к твердофазным.
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Методы ИФА относятся к гомогенно-гетерогенным, если первая стадия — ​
образование специфических комплексов — ​происходит в растворе, а затем 
для разделения компонентов используют твердую фазу с иммобилизованным 
реагентом.

На сегодняшний день разработано множество гетерогенных методов ИФА, 
различающихся по характеру применяющихся реагентов и последовательности 
отдельных стадий. Многообразие данных методов обусловлено в основном 
использованием различных комбинаций меченных ферментами и иммобили-
зованных на твердой фазе иммунореагентов.

Все методы ИФА можно также классифицировать на два типа в зависи-
мости от того, где находится ферментная метка, активность которой регис
трируется.

В методах I типа, основанных на определении специфических иммунных 
комплексов анализируемого соединения, ферментная метка входит в состав 
иммунного комплекса.

В методах II типа с помощью ферментной метки выявляются оставшиеся 
свободными центры связывания.

Классификация методов ИФА может быть осуществлена также по типу 
реагентов, используемых на первой стадии анализа.

Если на первой стадии присутствуют только анализируемое соединение 
и соответствующие ему центры связывания (антиген или антитела), то метод 
является неконкурентным.

Для неконкурентного анализа I типа оптимальным является соотношение 
компонентов, при котором концентрация центров связывания значительно 
превышает концентрацию определяемого соединения. В этом случае равновесие 
Аг + Ат  Аг – Ат будет смещаться вправо. Количество образующихся иммун-
ных комплексов возрастает, что обусловливает высокую чувствительность 
и точность определения концентрации комплексов.

В неконкурентном анализе II типа определяется разность общего числа 
мест связывания и числа образовавшихся иммунных комплексов. В этом случае 
необходимо, чтобы концентрация определяемого соединения была сравнима с ко-
личеством мест связывания или превышала его. Если концентрация иммунных 
комплексов мала по сравнению с общим числом возможных мест связывания, 
то она будет определяться как разность двух близких чисел, каждое из которых 
находится с определенной ошибкой и поэтому не имеет достаточной точности.

Если на первой стадии анализа в системе одновременно присутствуют 
анализируемое соединение и его аналог (меченное ферментом анализируемое 
соединение или анализируемое соединение, иммобилизованное на тверлой 
фазе), конкурирующие за имеющиеся в относительном недостатке центры 
специфического связывания, то метод является конкурентным. Необходи-
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мое условие конкурентного метода — недостаток центров специфического 
связывания по отношению к суммарной концентрации анализируемого сое-
динения и его аналога. В противном случае каждый из процессов образования 
иммунокомплексов может происходить независимо от другого, следовательно 
определяемая концентрация метки не будет зависеть от концентрации анали-
зируемого соединения в растворе.

Таким образом, классификация методов ИФА может быть представлена 
схемой, приведенной на рис. 3.29.

Методы ИФА

Тип I Тип II
Определение специфического иммунного

комплекса анализируемого соединения
Определение оставшихся свободными
центров специфического связывания

Неконкурентные Неконкурентные Конкурентные

Гетерогенные Гетерогенные Гомогенные Гетерогенные Гомогенные

Твердофазные Твердофазные Гомогенно-
гетерогенные

Твердофазные Гомогенно-
гетерогенные

Различные схемы анализа, основанные на использовании индивидуальных меченых 
или иммобилизованных компонентов иммунохимических реакций

Рис. 3.29. Классификация методов иммуноферментного анализа

Методы ИФА типа I

Гетерогенные методы ИФА-определения антигенов, основанные на вы-
явлении специфических иммунных комплексов

Методы, относимые к этой группе, являются неконкурентными.
Метод с использованием меченных ферментом специфических антител 

и иммобилизованных антител
1. К носителю с иммобилизованными антителами добавляют раствор, со-

держащий анализируемый антиген. В процессе первой инкубации на твердой 
фазе образуется специфический комплекс Аг — ​Ат.

2. Носитель отмывают от несвязавшихся молекул антигена и добавляют 
меченные ферментом антитела (конъюгат).
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3. Во время вторичной инкубации происходит связывание конъюгата с ан-
тигеном в составе иммунного комплекса.

4. Затем опять следует отмывка для удаления избытка конъюгата.
5. Завершающая стадия — ​определение ферментативной активности по сте-

пени превращения хромогенного субстрата.
Этот метод получил название сэндвич-метода, поскольку антиген в соста-

ве комплекса оказывается зажатым между молекулами иммобилизованного 
и меченого антител (рис. 3.30). В литературе встречается и другое его назва-
ние — ​двухцентровой метод ИФА.

Достоинством сэндвич-метода является его высочайшая чувствительность 
по сравнению с другими методами ИФА. Предел обнаружения соединений 
с помощью данного метода достигает 10–21моль/л.

Сэндвич-метод ИФА может быть использован для выявления только тех 
антигенов, на поверхности которых существуют, по крайней мере, два эпитопа. 
Для определения гаптенов (лекарственных веществ, пестицидов, стероидных 
гормонов и др.) этот метод неприемлем.

4) отмывка3) инкубация
+ +

Е

Е

Е

ЕЕ

Е

+
1) инкубация

+
2) отмывка

5) определение
ферментативной

активности
Е

Е

Рис. 3.30. Схема ИФА-определения антигенов с использованием меченных 
ферментом специфических антител и иммобилизованных антител (сэндвич-метод)



123

Данный метод ИФА требует продолжительного времени (4–6 ч), так как 
состоит из нескольких последовательных операций.

Упрощенный метод с использованием меченных ферментом специфичес
ких антител и иммобилизованных антител

Сэндвич-метод методически упрощается, если анализируемый антиген 
и меченые антитела добавлять к иммуносорбенту одновременно (рис. 3.31).

Иногда в литературе эта схема называется одностадийным сэндвич-вари-
антом. Чувствительность одностадийной схемы ниже, чем чувствительность 
двухстадийной, а контакт фермента с анализируемой средой может неблагопри-
ятно отражаться на результатах анализа. Данная схема налагает дополнительные 
требования на соотношение концентраций меченых и иммобилизованных 
антител с целью исключения их конкуренции за связывание с ограниченным 
числом эпитопов на молекуле антигена, поэтому целесообразным является 
использование в анализе моноклональных антител, специфичных к разным 
эпитопам антигена.

Усложненный метод с использованием меченых антивидовых антител 
и иммобилизованных специфических антител

Это усложненный вариант обычного сэндвич-метода, в котором образова-
ние комплекса детектируется не непосредственно введением в него меченного 
ферментом антитела, а с помощью содержащих ферментную метку антивидо-
вых антител. В качестве антивидовых (или вторичных) антител используют 
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антитела, специфичные к глобулинам тех видов животных или птиц, которых 
иммунизировали антигеном для получения антисыворотки (рис. 3.32).

Примером наиболее распространенных «антивидовых» конъюгатов явля-
ются меченные ферментом антитела кролика против иммуноглобулинов чело-
века, меченые антитела козы (барана, осла и т. д.) против иммуноглобулинов 
кролика и т. д.

Для того чтобы меченые «антивидовые» антитела не связывались с анти-
телами, иммобилизованными на поверхности, необходимо использовать при 
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образовании сэндвич-комплекса антитела, полученные от животных разных 
видов. Несмотря на многостадийность и длительность проведения, достоин-
ством данного метода является универсальность антивидового конъюгата, 
который может быть применен для анализа различных антигенов.

Гетерогенные методы ИФА-определения антител, основанные на выяв-
лении специфических иммунных комплексов

Так же, как в случае анализа антигенов, все методы определения антител, 
относящиеся к методам ИФА типа I, являются неконкурентными.

Метод с использованием меченых вторичных антител и иммобилизо-
ванных антигенов. К иммобилизованному антигену добавляют исследуемую 
сыворотку и после инкубации и удаления несвязанных компонентов проводят 
выявление специфических иммунокомплексов с помощью меченных ферментом 
антивидовых антител (непрямой метод) (рис. 3.33).
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Измеряемое на носителе содержание ферментной метки пропорционально 
концентрации специфических антител в сыворотке.

Данная схема является одной из наиболее распространенных в иммуно-
ферментном анализе антител, так как обладает всеми достоинствами сэндвич-
метода, но отличается от него универсальностью меченого реагента, что дает 
возможность выявлять антитела к разным антигенам. Такой подход позволяет 
решать проблемы серодиагностики заболеваний человека и животных, исполь-
зуя ограниченный набор антивидовых иммуноферментных конъюгатов, что 
значительно облегчает задачу производства реагентов для ИФА.

Метод с использованием меченого антигена и иммобилизованного ан-
тигена. Исследуемую пробу инкубируют с иммобилизованным антигеном 
и после отмывки несвязавшихся компонентов для выявления образовавшегося 
иммунного комплекса проводят инкубацию с меченным ферментом антигеном. 
За этим следует выявление образовавшихся на первой стадии иммунохимичес
ких комплексов с помощью ферментативной реакции (рис. 3.34).

Е 5) определение
ферментативной

активности

Е

Е

Е

+
3) инкубация

Е

Е

Е

+
4) отмывка

2) отмывка1) инкубация
+ +
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Метод с использованием меченого антигена и иммобилизованных ан-
тивидовых антител. На первой стадии иммобилизованные антивидовые 
антитела связывают из раствора все антитела соответствующего вида (рис. 3.35). 
Наличие в образовавшихся иммунохимических комплексах антител опреде-
ленной специфичности выявляют титрованием антигенсвязывающих центров 
конъюгатом соответствующего антигена с ферментом. Метод основан на выяв-
лении из множества связавшихся с иммуносорбентом антител молекул только 
одной специфичности, поэтому возможность его эффективного применения 
снижается при способности меченого антигена к неспецифическому связыва-
нию с иммобилизованными на носителе белками или адсорбировавшимися 
на них после первой инкубации иммуноглобулинами.

В методах ИФА типа I возрастание концентрации анализируемого соеди-
нения будет сопровождаться увеличением концентрации образующегося им-
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Рис. 3.35. Схема ИФА-определения антител  
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мунного комплекса и, как следствие, более высоким регистрируемым сигналом. 
Калибровочный график, представляющий собой зависимость регистрируемого 
сигнала от концентрации анализируемого соединения, должен описываться 
возрастающей функцией (рис. 3.36).

Методы ИФА типа II

Гетерогенные методы ИФА-определения антигена, основанные на вы-
явлении оставшихся свободными центров специфического связывания

По сравнению с методами ИФА типа I эти методы многочисленны и вклю-
чают как неконкурентные, так и конкурентные подходы, причем каждый из них 
в зависимости от того, какой реагент используется на первой стадии (им-
мобилизованный или растворимый), подразделяется на твердофазный или 
гомогенно-гетерогенный.

Н е к о н к у р е н т н ы е  м е т о д ы
Метод определения антигенов с использованием меченых специфических 

антител и иммобилизованного антигена. Метод является гомогенно-гете-
рогенным, поскольку на первой стадии анализируемый образец смешивают 
с раствором, содержащим фиксированное количество меченных ферментом 
специфических антител (рис. 3.37). После инкубации и образования специ-
фических иммунокомплексов в систему вводят избыток иммобилизованного 
антигена, который сорбирует оставшиеся не связанными меченые антитела. 
После отмывки определяют ферментативную активность на носителе. В лите-
ратуре этот метод иногда называют иммуноферментометрическим.

С иммобилизованным антигеном могут связываться не только свободные 
меченые антитела, но и антитела, провзаимодействовавшие с антигеном только 
одним активным центром, особенно в случае антигена малых размеров. Это 

Рис. 3.36. Калибровочный график зависимости уровня регистрируемого сигнала 
от концентрации анализируемого вещества для определения специфического 

иммунного комплекса анализируемого соединения
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следует учитывать при определении конкретных соединений. Другим недос
татком данного метода является контакт ферментной метки с анализируемым 
образцом, что может вызвать изменение ферментативной активности.

Метод определения антигенов с использованием меченых вторичных 
антител и иммобилизованного антигена. Данный метод тоже является гомо-
генно-гетерогенным и имеет сходные черты с иммуноферментометрическим 
методом (рис. 3.38). Отличие его заключается в том, что на первой стадии ис-
пользуют немеченые специфические антитела, а образующийся на твердой фазе 
комплекс выявляют с использованием меченых вторичных антител.

По сравнению с предыдущим методом данный метод более длительный, 
но в нем исключается контакт исследуемой жидкости с ферментной меткой; 
кроме того, можно использовать один и тот же антивидовой конъюгат для 
анализа различных антител.

Метод определения антигенов с использованием меченого антигена и им-
мобилизованных антител (метод последовательного насыщения). Данный 
метод относится к твердофазным. Иммобилизованные антитела инкубируют 
с раствором, содержащим определяемый антиген. После отмывки к носителю 
добавляют меченный ферментом антиген, который взаимодействует со сво-
бодными антигенсвязывающими центрами антител (рис. 3.39).

Длительность этого анализа обусловлена в основном длительностью первой 
стадии, которую целесообразно проводить в равновесном режиме. Рассмат
риваемый метод позволяет предотвратить влияние биологической жидкости 
на активность фермента, так как вторая стадия проводится после отмывки 
иммуносорбента.
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Рис. 3.37. Схема неконкурентного ИФА-определения антигенов с использованием  
меченых специфических антител и иммобилизованного антигена



130

К о н к у р е н т н ы е  м е т о д ы
Метод определения антигенов с использованием меченых антител и им-

мобилизованного антигена. К носителю с иммобилизованным антигеном 
добавляют раствор определяемого антигена и раствор, содержащий фикси-
рованное количество меченных ферментом специфических антител. После 
инкубации и отмывки не связавшихся с носителем компонентов определяют 
ферментативную активность на носителе. Время анализа зависит в основном 
от продолжительности инкубации (рис. 3.40).

Поскольку в данном случае фермент-маркер контактирует с анализируемой 
средой, это может ограничивать применение рассматриваемого метода для 
анализа биологических жидкостей (сыворотки крови, экстрактов тканей и т. п.), 
способных оказывать ингибирующее или активирующее действие на фермент 
или на содержащие эндогенный фермент вещества. Данный метод иногда на-
зывают ингибиторным ИФА.

Метод определения антигенов с использованием меченого антигена 
и иммобилизованных антител. К иммобилизованным на носителе антителам 
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Рис. 3.38. Схема неконкурентного ИФА-определения антигенов с использованием  
меченых вторичных антител и иммобилизованного антигена
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Рис. 3.39. Схема неконкурентного ИФА-определения антигенов  
с использованием меченого антигена и иммобилизованных антител  
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Рис. 3.40. Схема конкурентного ИФА-определения антигенов с использованием 
меченых антител и иммобилизованного антигена (ингибиторный ИФА)
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добавляют раствор, содержащий анализируемый антиген и фиксированную 
концентрацию меченых антигенов. После инкубации несвязанные свободные 
и меченые антигены отмывают и регистрируют ферментативную активность 
на носителе (рис. 3.41).

К преимуществам данного метода следует отнести небольшое число ста-
дий, что позволяет легко автоматизировать анализ. Недостатками являются 
сложность получения антигенных конъюгатов, особенно низкомолекулярных, 
и возможное влияние компонентов анализируемой биологической жидкости 
на активность фермента в конъюгате.

Гомогенно-гетерогенный метод ИФА-определения антигенов с использо-
ванием меченого антигена и иммобилизованных вторичных антител. Пер-
вая стадия взаимодействия специфических антител с определяемым и меченым 
антигенами происходит в растворе. После установления в системе равновесия 
в раствор добавляют носитель с иммобилизованными вторичными антителами, 
которые сорбируют образовавшиеся на первой стадии иммунные комплексы. 
После проведения отмывки несвязавшихся компонентов определяют фермен-
тативную активность на носителе (рис. 3.42).

В литературе этот метод часто называют методом двойных антител.
Гетерогенные методы ИФА-определения антител, основанные на выявле-

нии оставшихся свободными мест специфического связывания
К этой группе относятся два метода, один их них — ​неконкурентный, вто-

рой — ​конкурентный.
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Рис. 3.41. Схема конкурентного ИФА-определения антигенов с использованием 
меченого антигена и иммобилизованных антител
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Неконкурентный метод ИФА-определения антител с использованием 
меченых антител и иммобилизованного антигена. К носителю с иммобили-
зованным антигеном добавляют анализируемый раствор. После установления 
в системе равновесия и частичного связывания анализируемых антител с но-
сителем несвязанные антитела отмывают. Затем добавляют меченые антитела 
той же специфичности, которые взаимодействуют с оставшимися несвязанны-
ми антигенами на носителе (рис. 3.43).

Конкурентный метод ИФА-определения антител с использованием 
меченых антител и иммобилизованного антигена. К иммобилизованному 
антигену добавляют анализируемый раствор, содержащий фиксированное 
количество меченных ферментом антител. После установления в системе рав-
новесия несвязавшиеся компоненты отмывают и определяют ферментативную 
активность на носителе.

Необходимым условием проведения анализа является нахождение иммо-
билизованного антигена в недостатке по отношению к суммарному количеству 
свободных и меченых антител в растворе. Так же, как и в отношении всех конку-
рентных методов, не исключается контакт ферментной метки с компонентами 
биологической жидкости, что накладывает дополнительные условия на выбор 
фермента (рис. 3.44).

Для методов ИФА, основанных на определении свободных центров специ-
фического связывания, калибровочная кривая описывает уменьшение регис
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Рис. 3.42. Схема ИФА-определения антигенов с использованием меченого антигена 
и иммобилизованных вторичных антител (метод двойных антител)
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Рис. 3.43. Схема неконкурентного ИФА-определения антител с использованием 
меченых антител и иммобилизованного антигена
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Рис. 3.44. Схема конкурентного ИФА-определения антител  
с использованием меченых антител и иммобилизованного антигена
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трируемого сигнала от максимального значения, соответствующего нулевой 
концентрации антигенов до определенного уровня, характеризующего кон-
центрацию исследуемого антигена (рис. 3.45).

Особенности схем проведения гетерогенных методов ИФА
Гетерогенные методы ИФА имеют как достоинства, так и недостатки. Не-

смотря на разнообразие этих методов, универсального метода для определе-
ния любых соединений не существует. Выбор метода анализа зависит от ряда 
факторов, из которых основными являются:

—  молекулярная масса и валентность антигена;
—  длительность анализа;
—  состав исследуемой среды;
—  свойства ферментов.
Для получения конъюгатов необходимо выделить достаточное количество 

антигена в очищенном виде, что не всегда осуществимо.
Разнообразие строения и физико-химических свойств антигенов не позво-

ляет разработать универсальный способ введения ферментной метки в молекулу 
антигена. Проблема усложняется по мере уменьшения его молекулярной массы 
и растворимости. По сути, получение большинства антигенферментных конъ-
югатов всякий раз представляет собой самостоятельную конкретную задачу.

Основной проблемой, стоящей особенно остро при введении ферментной 
метки в низкомолекулярные соединения, является доступность антигенных 
детерминант в образовавшемся конъюгате для взаимодействия с антителами. 
При использовании меченых гаптенов необходимо, чтобы связь фермента 
с ним осуществлялась через ту же функциональную группу, которая была за-
действована при синтезе конъюгата гаптена с белком для целей иммунизации 

Рис. 3.45. Калибровочный график зависимости уровня регистрируемого  
сигнала от концентрации анализируемого вещества для определения  

оставшихся свободных центров специфического связывания
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животного при получении специфических антител. Это предъявляет дополни-
тельные требования к выбору фермента-маркера.

Получение меченых антител — ​более простая задача. Методы синтеза 
и очистки конъюгатов с различными иммуноглобулинами в настоящее время 
хорошо разработаны и унифицированы. С помощью имеющихся стандартных 
методик получают активные и стабильные препараты, что упрощает разработку 
методов иммуноферментного анализа различных соединений.

Вместе с тем на ряд антигенов трудно подобрать высокоаффинные антитела. 
К тому же получение меченых специфических антител в количествах, обеспечи-
вающих потребности массового анализа, затрудняется многообразием антигенов.

В связи с этим применение в анализе меченых антивидовых антител упро-
щает процедуру получения реагентов для анализа, так как позволяет, используя 
одни и те же конъюгаты, осуществлять определение разных антигенов и антител 
разной специфичности.

При сравнении конкурентных и неконкурентных методов можно отметить 
следующее. Во-первых, конкурентные методы обладают меньшей чувствитель-
ностью по сравнению с неконкурентными. Предел обнаружения различных 
соединений неконкурентными методами ограничен только чувствительностью 
регистрации ферментной метки, а для конкурентных методов — ​еще и аффин-
ностью антител. Во-вторых, еще одним недостатком конкурентных методов 
иммуноферментного анализа является возможное влияние компонентов ана-
лизируемых биологических жидкостей на каталитические свойства ферментной 
метки. Во многих случаях подобный эффект может быть устранен путем много-
кратного разведения исходного образца. Однако возможность его разведения 
зависит от содержания исследуемого соединения, что должно быть устранено 
при выборе метода ИФА.

3.2.5. Иммуноблоттинг
Иммуноблоттинг (от англ. blot — ​промокать, пятно) — ​это разновидность 

гетерогенного иммунного анализа, высокочувствительный метод выявления 
белков, основанный на сочетании электрофореза и ИФА или РИА.

В общем смысле под иммуноблоттингом понимают анализ смеси белков, 
перенесенных на твердую подложку-мембрану, способную их иммобилизовать, 
методом иммунодетекции. Как по назначению, так и по способу исполнения 
к иммуноблоттингу хорошо подходит известное выражение «вывести на про-
мокашку». Смесь белков, предварительно подвергнутая разделению с помощью 
электрофореза на полиакриламидном геле, переносится на нитроцеллюлозную 
или нейлоновую мембрану («промокашку»).

Процедура иммуноблоттинга состоит из нескольких этапов (рис. 3.46).
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На первом этапе исследуемую смесь белков (например, белков сыворотки 
крови) разделяют по их молекулярной массе и заряду методом электрофореза 
в геле.

На втором этапе на гель накладывают мембрану из нитроцеллюлозы, по-
ливинилидендифторида или положительно заряженную нейлоновую мембрану 
и промокают (это и есть блоттинг). Перенос белков на мембрану осуществляют 
в специальной камере либо пассивно, либо с использованием аппаратуры для 
электропереноса. На эффективность переноса белков на мембрану влияет мно-
жество факторов: молекулярная масса белков, пористость геля, время переноса 
и состав используемого буферного раствора (транс-буферов). В зависимости 
от задачи подбирают условия, обеспечивающие наилучшие результаты. В итоге 
картина расположения белков на геле воспроизводится на мембране (блоте).

После иммобилизации антигена на мембране оставшиеся центры связы-
вания блокируют растворами желатина, бычьего сывороточного альбумина 
или обезжиренным молоком. Затем мембрану разрезают на блоты (этап 3) и 
инкубируют в растворе поли- или моноклональных антител, специфичных 
к определяемому антигену (этап 4). Далее мембрану отмывают от несвязавших-
ся антител и инкубируют в растворе вторичных антител, которые представляют 
собой конъюгат ферментов щелочной фосфатазы или пероксидазы хрена с ан-
тивидовыми антителами (козьи антитела к иммуноглобулинам мыши, кролика 
или человека) либо белками А (белок Staphylococcus aureus) или G (белок Strep-
tococcus sp.), высокоаффинных к Fc-фрагментам иммуноглобулинов (этап 5).
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Рис. 3.46. Этапы постановки иммуноблоттинга:  
1 — ​разделение антигенов электрофорезом (пропорционально размеру); 2 — ​перенос 

антигенов на мембрану; 3 — ​разрезание мембраны на блоты (полоски, содержащие спектр 
антигенов); 4 — ​обработка блота исследуемой сывороткой (специфические антитела 
связываются с соответствующими антигенами); 5 — ​выявление связавшихся антител 

антивидовыми антителами, меченными ферментом; 6 — ​внесение субстрата и проявление 
блотов (при связывании специфических антител в месте связывания образуется пятно);  

7 — ​учет реакции (сравнение результата с положительным и отрицательным контролями)
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На этапе 6 образовавшийся на полоске комплекс (Аг – Ат + Ат против 
Ig человека) выявляют добавлением хромогенного субстрата, изменяющего 
окраску под действием фермента. Субстратами для химической реакции при 
использовании конъюгатов щелочной фосфатазы служат 5‑бром‑4‑хлор‑3‑
индолилфосфат или тетразолий голубой, а при использовании конъюгатов 
пероксидазы хрена — ​4‑хлор‑1‑нафтол и пероксид водорода. В результате фер-
ментативной реакции на мембране образуется окрашенная полоса или пятно 
в месте локализации иммунного комплекса.

На заключительном (седьмом) этапе сравнивают полученный результат 
с положительным и отрицательным контролями.

Иммуноблоттинг применяют:
—  для подтверждения результатов других серологических реакций;
—  идентификации бактериальных или вирусных белков;
—  идентификации микробов;
—  для научных целей.
Наибольшее распространение метод иммуноблоттинга получил как метод, 

пригодный для использования в качестве теста подтверждения. Так, по реко-
мендации ВОЗ иммуноблоттинг используется при диагностике ВИЧ-инфекции 
в качестве дополнительного экспертного метода, который должен подтверждать 
положительный результат ИФА. Иммуноблот позволяет выявлять антитела 
к отдельным структурным белкам ВИЧ (белки — ​р24, гликопротеины — ​gр120, 
gр41 и др.). Уникальность иммуноблоттинга заключается в его высокой инфор-
мативности и достоверности получаемых результатов. Однако он не может 
использоваться для массового скрининга вследствие высокой стоимости, это 
метод индивидуального арбитража на заключительном этапе серологического 
исследования. Материалом для исследования являются сыворотка или плазма 
крови человека.

По рекомендациям ВОЗ положительными считаются сыворотки, в кото-
рых методом иммуноблоттинга обнаруживаются антитела к каким-либо двум 
белкам оболочки ВИЧ. Согласно этим рекомендациям при наличии реакции 
только с одним из белков оболочки (gp160, gp120, gp41) результат считается 
сомнительным, и нужно проводить повторное исследование с использованием 
набора другой серии или другой фирмы (рис. 3.47).

Реакция проводится в несколько этапов.
1. Вирус разрушают на компоненты — ​антигены (р24, gр120, gр41 и др.), 

которые подвергают электрофорезу в полиакриламидном геле, то есть разде-
ляют на фракции по молекулярной массе.

2. Гель покрывают нитроцеллюлозной мембраной, и на нее при помощи 
электрофореза переносятся фракции антигенов. Нитроцеллюлоза ведет себя 
подобно промокательной бумаге. Мембрану разрезают на полоски (стрипы). 
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В настоящее время фирмы выпускают наборы, содержащие готовые полоски 
с «блотами» антигенов.

3. Стрипы с нанесенными на них антигенами ВИЧ погружают в сыворотку 
обследуемого и затем отмывают от несвязавшегося материала.

4. Стрипы инкубируют с конъюгатом (антиглобулиновой сывороткой, 
меченной пероксидазой) и отмывают.

5. Добавляют субстрат и отмечают число окрашенных фракций (пятен), 
которые соответствуют зоне локализации комплекса Аг — ​Ат.

3.2.6. Иммунохроматографический анализ
К иммунохимическим методам относится и иммунохроматографический 

анализ (ИХА), основанный на принципе тонкослойной хроматографии и вклю-
чающий реакцию между антигеном и соответствующим ему антителом в био-
логических материалах.

Иммунохроматографический анализ  — ​качественный скрининговый 
предварительный метод, позволяющий быстро, в течение нескольких минут, 
выявить наличие определенных веществ в биологических материалах (моче, 
цельной крови, сыворотке или плазме крови, слюне и т. д.) в любых условиях, 
в том числе «полевых».

Это сравнительно молодой метод анализа; в литературе он часто обозна-
чается также как метод сухой иммунохимии, стрип-тест, QuikStrip cassette, 
QuikStrip dipstick, экспресс-тест или экспресс-анализ. Эти названия связаны 
с быстротой проведения ИХА.
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Рис. 3.47. Результат реакции иммуноблоттинга:  
1, 2, 3 — ​полоски, вдоль которых распределились антигены ВИЧ исследуемых образцов;  

4 — ​контрольная полоска (p – протеины, gp — ​гликопротеины)
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Осуществляется иммунохроматографический анализ при помощи инди-
каторных полосок, палочек, панелей или тест-кассет, которые обеспечивают 
быстроту проведения тестирования.

Так же, как и ИФА, данный метод имеет несколько вариантов. Наиболее 
распространены два: прямой ИХА (сэндвич-метод) и непрямой конкурентный 
ИХА.

Прямой ИХА (сэндвич-метод). На мембране с конъюгатом находятся 
«высушенные» меченые моноклональные антитела, специфичные к определяе
мому антигену. В тестовой зоне — ​поликлональные антитела, специфичные 
к другим эпитопам антигенов. В контрольной зоне — ​антивидовые антитела, 
специфичные к первичным антителам.

При попадании образца, содержащего определяемый антиген, на мембрану 
с конъюгатом происходит связывание антигена с мечеными антителами. Затем 
иммунный комплекс попадает в тестовую зону, где он связывается со специ-
фическими антителами, образуя «сэндвич» Ат — ​Аг — ​Ат — ​метка. Избыток 
свободного конъюгата связывается с антивидовыми антителами в контрольной 
зоне. Таким образом, появление двух линий на тест-полоске является поло-
жительным результатом теста. При отсутствии аналита в образце конъюгат 
(Ат‑метка) связывается с антивидовыми антителами только в контрольной 
зоне, образуя на тест-полоске одну линию (рис. 3.48).

Метод прямого ИХА используется для выявления различных гормонов 
(например, в тестах на беременность) и возбудителей инфекционных заболе-
ваний, в том числе ВИЧ.

Сэндвич-метод ИХА не подходит для определения низкомолекулярных ве-
ществ, так как для образования сэндвича Ат — ​Аг — ​Ат у антигена должны быть 
по крайней мере две антигенные детерминанты для связывания с антителом. 
Кроме того, из-за стерических затруднений образование такого двойного ком-
плекса с низкомолекулярным антигеном маловероятно. Поэтому для анализа 
небольших молекул, в том числе молекул наркотических веществ, используется 
другой метод — ​непрямой конкурентный ИХА.

Непрямой конкурентный ИХА. Основан данный вариант ИХА на конку-
ренции определяемого антигена (аналита) и иммобилизованного конъюгата 
аналит : белок-носитель за ограниченное количество центров связывания 
специфических антител, содержащихся в конъюгате Ат-метка (рис. 3.49).

Устройство тест-полоски в этом случае отличается тем, что в тестовой зоне 
иммобилизованы искусственные антигены (конъюгаты Аг : белок-носитель), 
способные специфически связываться со свободными антителами. При нане-
сении образца, содержащего анализируемый антиген, последний связывается 
с мечеными антителами. Далее иммунокомплекс, проходя через тестовую зону, 
не может связаться с иммобилизованным конъюгатом Аг : белок-носитель, 
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так как активные центры меченых антител в составе комплекса уже заняты 
молекулами аналита. Затем, уже в контрольной зоне, иммунный комплекс 
связывается антивидовыми антителами, образуя одну окрашенную линию.

При отсутствии в образце определяемого вещества часть свободных мече-
ных антител связывается в тестовой зоне с иммобилизованным конъюгатом Аг : 
белок-носитель, давая окрашенную линию. Не связавшиеся меченые антитела 
попадают в контрольную зону с иммобилизованными антивидовыми антите-
лами и связываются там, образуя вторую окрашенную линию.

Таким образом, наличие двух окрашенных линий (тестовой и контрольной) 
является отрицательным результатом анализа.

Результат теста определяется визуально или путем компьютерной обработ-
ки отсканированного изображения. При отсутствии на полоске контрольной 
линии результат теста является недействительным, поскольку этот факт может 
свидетельствовать либо о незавершенности процедуры анализа, либо о том, 
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результат
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результат

Образец /
аналит

Конъюгат
Тестовая
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Контрольная

линия

Рис. 3.48. Схема прямого иммунохроматографического анализа  
(сэндвич-метода ИХА)
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что иммунохимическая реакция не прошла должным образом по какой-либо 
причине (из-за испортившихся иммунореагентов или несоблюдения инструк-
ции по применению теста).

Непрямой конкурентный иммунохроматографический анализ использует-
ся для выявления низкомолекулярных соединений, в том числе метаболитов 
наркотических соединений в моче, жидкости ротовой полости, экстрактах 
тканей.

К преимуществам ИХА следует отнести:
—  быстроту и легкость в использовании;
—  малые объемы образца, отсутствие необходимости в пробоподготовке;
—  дешевизну для производителя и потребителя;
—  возможность производства тестов в больших объемах;
—  простоту чтения и интерпретации результата;
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Рис. 3.49. Схема непрямого конкурентного иммунохроматографического анализа
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—  высокую чувствительность и вопроизводимость;
—  возможность количественного определения интересующих веществ;
—  возможность использования портативных ридеров, совместимых с ком-

пьютером;
—  возможность мультианализа.
В связи с самым широким спектром преимуществ по сравнению с другими 

скрининговыми методами иммунохроматографический анализ получил широкое 
применение и занимает на мировом рынке диагностики лидирующую позицию.

ИХА применяется в таких областях медицины и народного хозяйства, как:
—  медицинская диагностика;
—  банки крови и плазмы;
—  судебная медицина;
—  экологический мониторинг;
—  промышленность (контроль качества и безопасности, идентификация 

продукта);
—  продовольствие;
—  сельское хозяйство, агрономия;
—  аквакультуры;
—  ветеринария.
Однако иммунохроматографический анализ не лишен недостатков в плане 

надежности, чувствительности и экономичности тестов. Надежность и чувст-
вительность зависят, во‑первых, от качества используемых в тесте монокло-
нальных антител, а во‑вторых — ​от концентрации антигена в биоматериале. 
Качество моноклональных антител зависит от способов их получения, очистки 
и фиксации на носителе. Концентрация антигена — ​от стадии заболевания 
и количества биоматериала. Температура, от которой зависит скорость взаи-
модействия антитела с антигеном, важна только для времени постановки теста. 
Понятно, что использовать полоски при температуре ниже точки замерзания 
воды, составляющей основную часть биоматериала, не имеет смысла.

Тест-полоски для иммунохроматографического анализа имеют сложное 
строение, и процесс разработки каждого метода ИХА является чрезвычайно 
трудоемким и высокотехнологичным.

Иммунохроматографическая тест-полоска (рис. 3.50) состоит из следую-
щих основных элементов: пластиковой подложки, на которую наклеены все 
остальные компоненты теста; фильтра (прокладки для образца); прокладки 
или мембраны для конъюгата; хроматографической нитроцеллюлозной мем-
браны, содержащей одну или несколько зон захвата иммунных комплексов 
и контрольную зону захвата; мембраны абсорбции (впитывающей прокладки). 
Тест-полоска может быть помещена в пластиковый корпус, в котором имеются 
приемное и тестовое «окна».
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Фильтр 
(прокладка

для образца)

Прокладка или мембрана
для конъюгата

Мембрана абсорбции
(впитывающая

прокладка)Контрольная линия

Тестовая линия
Хроматографическая
нитроцеллюлозная

мембрана

Подложка

Рис. 3.50. Строение иммунохроматографической тест-полоски

Подложка — ​это пластиковый лист, имеющий клейкое покрытие. При вы-
боре подложки необходимо обращать внимание на качество клея (это может 
напрямую влиять на характеристики хроматографической мембраны, которая 
будет приклеена на подложку) и удобство покрывающей пленки (что обеспе-
чивает точность фиксации компонентов полоски на подложке).

Все компоненты тест-полоски приклеиваются на пластиковую подложку.
Фильтры выпускаются из различных пористых материалов: целлюлозы, 

стекловолокна, тканых сит. При выборе материала фильтра для образца необхо-
димо руководствоваться теми функциями, которые должен выполнять фильтр:

—  впитать достаточное количество образца и доставить его в прокладку 
или мембрану для конъюгата;

—  довести значение рН образца до оптимального;
—  увеличить или уменьшить вязкость образца для достижения оптималь-

ной скорости его прохождения по хроматографической мембране;
—  повысить способность образца растворить конъюгат;
—  уменьшить забивку хроматографической мембраны посредством до-

бавления забивки в фильтр (прокладку для образца).
Хроматографическая мембрана — ​самый важный элемент иммунохромато-

графической полоски. На ней осуществляется как иммунохимическая реакция, 
так и разделение и связывание иммунореагентов в тестовой и контрольной 
зонах. Это самая длинная зона тест-полоски, именно здесь иммунореагенты 
проходят максимальный путь в латеральном потоке.

Мембраны для конъюгатов производят из стекловолокна, целлюлозы, 
поверхностно модифицированного полиэфира или искусственных волокон. 
К этому элементу тест-полоски предъявляются два требования: высокая ад-
сорбционная способность и легкость «смывания» конъюгата (то есть при про-
хождении жидкости конъюгат должен хорошо десорбироваться из мембраны). 
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При этом в процессе сушки мембраны после нанесения раствора конъюгата 
не должно происходить изменения конформации антител и разрушения струк-
туры конъюгата.

Мембраны для ИХА изготавливают из нитроцеллюлозы (наиболее распрос
траненный материал, используется в 99 % выпускаемых тест-полосок); нейлона; 
поливинилиденфторида; полиэфирсульфона; стекловолокна.

При выборе материала для хроматографической мембраны необходимо 
учитывать, что последняя должна обладать гидрофильностью и способностью 
связывать белки.

Гидрофильность необходима для того, чтобы поток жидкости проходил 
через мембрану. Обеспечивается гидрофильность выбором материала, а также 
использованием ПАВ.

Способность хроматографической мембраны связывать белки нужна для 
формирования тестовой и контрольной линий на мембране. Требуется закре-
пить белковые конъюгаты таким образом, чтобы они не смылись латеральным 
потоком. Белки «прикрепляются» к мембране с помощью электростатического 
взаимодействия: диполи, содержащиеся в нитроцеллюлозе, связывают диполи 
белков.

R1 C
O

NH R2

δ+

δ–

OCellulose N
O

O+

δ+

δ–

δ–

Для лучшего закрепления белков на мембране после нанесения растворов 
конъюгатов и антител используют «забивку», или блокировку, мембраны: ее 
обрабатывают раствором инертного белка, чтобы занять все вакантные поры, 
в которые могли бы мигрировать молекулы белковых конъюгатов и антител, 
находящихся на контрольной и тестовой линиях. Кроме того, в растворах бел-
ков необходимо использовать буфер с нужной кислотностью, чтобы обеспечить 
максимальное электростатическое взаимодействие диполей нитроцеллюлозы 
и белков.

В качестве меток при проведении иммунохроматографического анализа 
используются различные частицы.

1. Красящие вещества (наночастицы коллоидного золота или углерода либо 
частицы окрашенного латекса). В этом случае осуществляются либо визуальная 
детекция результата, либо его приборное рефлектометрическое определение 
(например, сканирование). Применение различных красящих меток, присое-
диненных к частицам латекса, позволяет проводить мультианализ, в котором 
линии разного цвета соответствуют различным аналитам. Наиболее часто 
используемой меткой являются наночастицы коллоидного золота, которые 
образуют линии темно-бурого (или темно-розового) цвета.



2. Флуоресцентные, фосфоресцентные и биолюминисцентные метки, ко-
валентно связанные с частицами латекса. Эти метки используются только 
в приборных вариантах ИХА, когда результат регистрируется специальным 
ридером. Наиболее распространенные метки — ​флуоресцентные.

3. Парамагнитные метки (также закрепленные на частицах латекса). Ис-
пользуются в ИХА с применением приборов, регистрирующих силу магнитного 
поля.

4. Ферментные метки. Используются по тому же принципу, что и при про-
ведении иммуноферментного анализа. Ферментативная реакция регистриру-
ется с помощью окрашивания субстратов, и результат анализа оценивается 
визуально или считывается с помощью ридера.

5. Новым направлением в разработке методов ИХА является использование 
липосом в качестве носителей различных меток (красящих, флуоресцентных, 
ферментных и пр.).

Часто, особенно в случаях, когда недоступны большие количества био
образца для анализа (например, для определения наркотических веществ в слю-
не), используются тест-полоски в пластиковой кассете.

Разработка технологических стадий иммунохроматографического анализа 
является процессом наукоемким, высокотехнологичным и многостадийным: 
он включает подбор материалов, реагентов и условий проведения анализа 
на нескольких этапах. Современные материалы и возможность тщательного 
соблюдения технологических требований при производстве ИХА-тестов поз
воляют проводить даже количественное определение интересующих веществ. 
В этом случае детекция результата осуществляется с помощью специальных 
считывающих устройств — ​ридеров для ИХА. В зависимости от типа метки 
данные устройства проводят детекцию рефрактометрическую, флуоресцентную 
или магнитную.
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