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I. ВВЕДЕНИЕ
Биоаналитические методы – это методы детекции, основанные на 
взаимодействии выявляемого вещества с рецепторными молеку­
лами биологической природы. В качестве таких молекул могут 
применяться антитела, ферменты, поверхностные рецепторы кле­
ток, комбинаторные соединения неантительной природы, олиго­
нуклеотиды, пептиды, лектины и пр. [1]. Способность некоторых 
биологических молекул специфически распознавать молекулу-
мишень делает их идеальным инструментом для обнаружения целе­
вых соединений в сложных многокомпонентных смесях. Поэтому 
биоаналитические подходы нашли широкое применение как для 
рутинных лабораторных измерений в медицинской и ветеринарной 
диагностике, экологическом мониторинге, обеспечении биобезопас­
ности и многих других областях, так и в качестве исследовательских 
инструментов для получения новой информации о структуре и свойст­
вах молекулярных объектов различной природы.
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	 Развитие биоаналитических методов показало перспективность 
двух методических решений. Первое – это использование различных 
меток, включаемых в реагенты и входящих в состав образующихся в 
ходе анализа и детектируемых комплексов. Работа с метками благо­
даря возможности их высокочувствительного выявления в ряде 
случаев снижает пределы детекции на несколько порядков. Второе 
решение – это иммобилизация на носителе одного из реагентов с 
возможностью отделения (отмывки) непрореагировавших молекул – 
избытка реагентов, компонентов пробы и др. Хотя безмаркерные и 
безразделительные методы тоже широко известны и даже долгое 
время доминировали в биоаналитической диагностике – иммуно­
преципитация, иммуноагглютинация, иммуноэлектрофорез и др., в 
настоящее время они занимают ограниченную нишу. Теоретические 
описания таких аналитических систем подробно изложены в ряде 
публикаций [2–6] и не рассматриваются в нашем обзоре.
	 Математическое моделирование является неотъемлемой частью 
теории функционирования аналитического метода. Построение и 
анализ математической модели способствует пониманию механиз­
мов происходящих в системе процессов, дает объяснение различ­
ных негативных явлений и помогает их устранению. Модели 
также обладают прогностической функцией, позволяя без долгих 
трудоемких экспериментов оценить влияние на результат анализа 
различных факторов и параметров. Хотя теоретическая модель 
лишь частично соответствует реальному объекту, она отражает 
общие закономерности функционирования системы. Как правило, 
модель аналитического метода считается разработанной, если она 
позволяет рассчитать концентрацию детектируемого комплекса на 
основании изначально заданных параметров: концентраций реаген­
тов, констант взаимодействия, продолжительности стадий анализа и 
др. Установленная теоретическая зависимость [начальная концентра­
ция аналита] – [концентрация детектируемого комплекса] описывает 
градуировочную кривую анализа. На основании данной зависимости 
можно рассчитывать оптимальные соотношения реагентов и продол­
жительности стадий, такие параметры анализа, как предел детекции, 
динамический диапазон и др.
	 Математическое моделирование системы может быть осуществ­
лено посредством точного решения в общем виде описывающих 
систему уравнений (аналитическое моделирование) или нахожде­
ния приближенного решения для конкретных значений параметров 
посредством пошаговых численных расчетов (численное моде­
лирование). Современные компьютерные технологии позволяют 
численно моделировать многокомпонентные системы с учетом 
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множества параллельно протекающих реакций, поливалентных 
взаимодействий, диффузионных и других процессов [7–14]. Однако 
для понимания функционирования аналитических систем предпоч­
тительны нечисленные (аналитические) решения. Хотя такие реше­
ния существуют только для самых простых моделей, они активно 
используются для выработки рекомендаций по усовершенствованию 
биоаналитических методик [15, 16].
	 Настоящий обзор фокусируется на представленных в литературе 
моделях различных биоаналитических форматов и путях достижения 
предельных аналитических характеристик, которые следуют из этих 
моделей. Рассматриваются многообразие существующих моделей и 
их эволюция. Систематизированы и унифицированы описания био­
аналитических систем, предлагаемые в различных работах.

II. РАЗНООБРАЗИЕ БИОАНАЛИТИЧЕСКИХ ФОРМАТОВ
Разнообразие предложенных в разное время методов биохимического 
анализа очень велико и классифицируется по-разному. Ситуация ещё 
более усложняется из-за того, что в зависимости от способа класси­
фикации и сферы использования один и тот же метод получает разные 
названия. Описания различных форматов биоаналитических систем, 
общие принципы их разработки изложены в ряде обзоров [17–22].
	 Рассмотрим одну из возможных классификаций биоаналитичес­
ких форматов на примере иммуноанализа.
	 Все методы иммуноанализа можно разделить, исходя из структуры 
определяемого антигена. Первую группу составят моновалентные 
антигены, взаимодействующие только с одной молекулой антитела, 
а ко второй группе отнесем поливалентные антигены, способные 
присоединять несколько антител. Первую группу формируют низко­
молекулярные соединения: пестициды, антибиотики, пептиды и т.п. 
Биополимеры и корпускулярные структуры (вирусы, клетки) – харак­
терные поливалентные антигены.
	 В аналитических системах с моновалентными антигенами 
комплексообразование антиген–антитело не регистрируется напря­
мую*. В них реализуются конкурентные схемы анализа, для которых 
возможны два варианта: мечение антитела и иммобилизация антигена 
или мечение антигена и иммобилизация антитела.

	 * Прямая регистрация возможна, но она предполагает отказ от базовых преи­
муществ современных аналитических систем – применения метки для выявления 
иммунных комплексов и носителя для разделения иммунореагентов.
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	 В первом случае (рис. 1, А) за центры связывания антител конку­
рируют два антигена – свободный, содержание которого в пробе 
измеряется, и иммобилизованный, вносимый в систему в некотором 
выбранном количестве. После взаимодействия антитела, связав­
шиеся с иммобилизованным антигеном, остаются на носителе, а 
остальные антитела (в том числе прореагировавшие с антигеном 
в растворе) вымываются. Чем больше свободного антигена было в 
пробе, тем меньшее количество метки связывается с носителем и 
детектируется на нем по завершении анализа (обратная зависимость 
между концентрацией аналита и регистрируемым сигналом).
	 Так как взаимодействие в системе включает две реакции, то анализ 
можно проводить, меняя порядок взаимодействия иммунореагентов:
одновременно инкубируя антитела и оба вида антигенов (рис. 2, А);
прединкубируя антитела и детектируемый антиген с последующим 
взаимодействием антител и иммобилизованного антигена (рис. 2, Г);
проводя взаимодействие иммобилизованного антигена с мечеными 
антителами, а затем добавляя детектируемый антиген для перевода 
части связавшихся антител в раствор (рис. 2, Ж).
	 Изменение длительности каждой стадии позволяет сдвигать диапа­
зон детектируемых концентраций антигена. 
	 Во втором случае (рис. 1, Б) анализ представляет собой взаимо­
действие между иммобилизованными антителами и двумя видами 

Рис. 1. Основные форматы иммуноанализа. Буквенные обозначения поясняются 
в тексте статьи.
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антигена – меченым, концентрация которого нам известна, и неме­
ченым, содержащимся в пробе в неизвестной (определяемой) кон­
центрации. Оба вида антигена конкурируют за центры связывания 
иммобилизованных антител. В результате их соотношение в составе 
комплексов с антителами отражает исходное соотношение в растворе. 
Чем больше антигена в пробе, тем меньше связывается с антителами 
меченый антиген и тем меньше метки оказывается в составе комп­
лекса на носителе (обратная зависимость между концентрацией 
аналита и регистрируемым сигналом).
	 Такой анализ, как и в предыдущем случае, можно осуществить 
тремя способами:
	 – одновременно добавить к иммобилизованным антителам мече­
ные и немеченые антигены (рис. 2, Б);
	 – осуществить взаимодействие между антителами и немеченым 
антигеном, а потом добавить меченый антиген (рис. 2, Д);
	 –  провести сначала реакцию антител с меченым антигеном, а 
затем добавить немеченый антиген (рис. 2, И); в результате меченый 
антиген будет вытесняться немеченым из комплексов с антителами.
	 Рассмотрим теперь аналитические методы с поливалентными анти­
генами. В принципе, для них тоже можно провести конкурентный ана­
лиз, однако бóльшую чувствительность обеспечивает формирование 
тройных, так называемых «сэндвич» комплексов (иммобилизованное 
антитело – антиген – меченое антитело) (рис. 1, В). Связывание с 
избытком иммобилизованных антител приводит к концентрированию 
антигена и создает предпосылки для очень высокой чувствительности 
анализа [23]. Такая система теоретически способна выявить даже одну 
молекулу антигена, связавшуюся с антителом, так как уменьшение 
фонового сигнала и рост чувствительности детекции метки снижают 
порог выявления антигена потенциально неограниченно [24]. 
Отметим, что в «сэндвич»-анализе зависимость между концентрацией 
аналита и регистрируемым сигналом (количеством связанной метки) 
прямая, в отличие от конкурентного анализа.
	 Этот подход также можно реализовать тремя последовательнос­
тями взаимодействий:
	 – одновременной инкубацией антигена с мечеными и немечеными 
антителами (рис. 2, В);
	 – взаимодействием антигена сначала с мечеными антителами, а 
затем – с немечеными (рис. 2, Е);
	 – взаимодействием антигена сначала с немечеными антителами, 
а затем – с мечеными (рис. 2, К).
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Рис. 2. Классификация форматов иммуноанализа. 
	 Изображения реагентов – такие же, как на рис. 1. Буквенные обозначения пояс­
няются в тексте статьи. Цифры 1 и 2 обозначают порядок добавления реагентов.
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	 Отметим, что «сэндвич»-анализ удается реализовать и для моно­
валентных антигенов. Соответствующие разработки суммированы в 
недавнем обзоре [25]. Однако для связывания антител с комплексами 
антитело – (низкомолекулярное соединение) требуется получение 
специальных реагентов. Эта трудоемкая работа ограничивает при­
менение таких форматов анализа, хотя в отдельных случаях они 
демонстрируют весьма высокую чувствительность [26].
	 Каждую из аналитических схем, описанных выше, можно подраз­
делить на две группы по способу введения метки. Возможно:
	 – прямое мечение антитела или антигена через химическую кова­
лентную связь или путем адсорбции;
	 – введение метки в результате дополнительной реакции (в отдель­
ной стадии анализа или совмещенной с другими стадиями): посред­
ством взаимодействия специфических антител с антивидовыми или 
использования специальных модулей – высокоаффинных пар реаген­
тов, например, биотин – (стрепт)авидин, барназа – барстар (рис. 3).

Рис. 3. Форматы иммуноанализа с непрямым введением метки. 
	 А – конкурентный анализ с мечеными антителами; 
	 Б – конкурентный анализ с меченым антигеном; 
	 В – «сэндвич»-анализ.
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	 Метка может регистрироваться по окончании анализа двумя спо­
собами, подразделяющими каждый из рассмотренных выше форматов 
еще на две группы:
	 –  измерение метки, иммобилизованной на носителе в составе 
иммунного комплекса, 
	 – либо измерение несвязавшейся метки.
	 Рассмотренная выше классификация позволяет выделить 36 
(3 × 3  × 2 × 2) потенциально реализуемых форматов гетерогенного 
иммуноанализа, описываемых по единой схеме.
	 Отдельные группы формируют гомогенные методы анализа, в 
которых носитель не участвует и разделения реагентов не происходит. 
Детекция связывания антитела и антигена в гомогенном анализе 
основана на различных косвенных параметрах:
	 – изменение скорости вращения меченого антигена после взаимодей­
ствия с антителом (поляризационный флуороиммуноанализ) [27, 28];
	 – модуляция флуоресценции маркеров при формировании иммун­
ных комплексов – FRET-анализ, «quenchbodies», «flashbodies» [29–32];
	 – уменьшение активности ферментной метки из-за затруднений 
доступа к субстрату после иммунного комплексообразования [33, 34];
	 –  модулируемая антителами сборка олигомерных ферментов, 
сопровождающаяся изменением их каталитической активности [35];
	 –  изменение оптических, акустических и других параметров 
среды вследствие образования иммунных комплексов и пр. [36–38].
	 Кроме того, возможны так называемые псевдогомогенные фор­
маты анализа, в которых к иммунореагенту присоединен носитель, но 
иммунохимические взаимодействия проводятся в объеме раствора, 
и лишь затем воздействие на носитель инициирует разделение свя­
завшихся с ним иммунных комплексов и остальных компонентов 
реакционной среды. Наиболее распространены варианты, в которых 
в качестве диспергированного носителя используются магнитные 
частицы, отделяемые по завершении анализа внешним магнитным 
полем [39, 40]. Описаны также аналитические системы с использо­
ванием в качестве носителей заряженных полимеров, осаждаемых 
противоионами, термочувствительных полимеров и других соедине­
ний [41–44].
	 Также отдельно надо упомянуть системы, в которых антитела 
являются аналитами, а антигены выступают в качестве рецепторных 
молекул. К этому типу относятся методы серодиагностики – определения 
специфических иммуноглобулинов (антител) в крови, используемого 
для диагностики инфекционных и аллергических заболеваний [45]. 
В таких системах, как правило, антиген иммобилизуется на твер­
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дой поверхности, а метка конъюгируется с реагентами, связываю­
щими иммуноглобулины: антивидовыми антителами, белком А из 
Staphylococcus aureus, белком G из Streptococcus spp. или другими 
реагентами [46, 47]. Соответственно, если в тестируемой пробе 
присутствуют специфические иммуноглобулины, то на носителе 
формируются детектируемые комплексы состава (антиген – специфи­
ческие иммуноглобулины – меченый иммуноглобулин–связывающий 
белок).
	 Безмаркерные аналитические системы, а также системы с 
прямой регистрацией формируемого комплекса по включению в 
его состав метки предполагают потенциально существенно более 
простой порядок взаимодействий, теоретическое описание кото­
рых в первом приближении сводится к бимолекулярной реакции 
антиген + антитело = комплекс. Именно по такому принципу 
построены пьезокварцевые иммуносенсоры, иммуносенсоры на 
основе регистрации поверхностного плазмонного резонанса и ряд 
других биосенсоров [48–52].
	 Как видим, рассматривая математические модели биоаналитичес­
ких систем, необходимо в первую очередь принимать во внимание, 
какие детектируемые комплексы и в каком порядке в них образуются.

III. МЕТКИ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В БИОАНАЛИЗЕ
В истории развития биоаналитических систем можно выделить клю­
чевые периоды, в которые основной прогресс был связан с началом 
использования тех или иных меток для выявления специфических 
комплексов. Так, в 1960 г. R.S. Yalow и S.A. Berson предложили при­
менять для детекции иммунных комплексов радиоактивный изотоп 
131I [53]. Радиоиммуноанализ (РИА) обеспечил существенный выиг­
рыш в чувствительности, повысил точность определения. Универ­
сальность данного подхода позволила применять его для детекции 
самых разнообразных соединений. Значимость этой разработки была 
отмечена Нобелевской премией 1977 г. в области физиологии и меди­
цины, присужденной R.S. Yalow.
	 Несмотря на несомненные достоинства РИА, его применение во 
многом ограничивалось сложностью работы с изотопами. Поэтому в 
качестве альтернативных меток стали активно продвигаться в практику 
ферменты. Методология мечения антител ферментами и регистрации 
их активности имела хороший задел в иммуногистохимических раз­
работках. Однако потребовался ряд решений, обеспечивающих высо­
кий выход конъюгатов иммунореагентов с ферментами-метками, ста­
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бильность их свойств [54–57]. В результате уже в 1980-е годы наборы 
для иммуноферментного анализа (ИФА) стали широко производиться, 
а для проведения анализа появились полуавтоматические и авто­
матические приборы. Примерно в то же время были успешно ком­
мерциализованы разработки поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа (ПФИА) и предложены автоматические системы для 
высокопроизводительного тестирования [58].
	 К 1990-м годам относится резкое расширение производства тест-
систем для внелабораторной диагностики, основанных на принципе 
иммунохроматографического анализа (ИХА). Проведение анализа с их 
помощью сводится к контакту пробы и тест-полоски с предварительно 
нанесенными на нее иммунореагентами. Движение жидкости под 
действием капиллярных сил вдоль тест-полоски инициирует все 
необходимые аналитические реакции и приводит к окрашиванию ее 
определенных зон. Основные маркеры в иммунохроматографии – 
золотые наночастицы и окрашенные латексные частицы [59, 60].
	 Активный интерес к нанотехнологиям в начале XXI века привел 
к рассмотрению в качестве меток самых разнообразных наночас­
тиц, предлагаемых к использованию как в традиционных форматах 
анализа (как замена общепринятых меток), так и в различных новых 
биоаналитических и биосенсорных системах. Описано иммуно­
аналитическое применение наночастиц различных классов – кол­
лоидное золото разной формы, коллоидное серебро, углеродные 
наночастицы, магнитные наночастицы, квантовые точки, преоб­
разующие флуорофоры, инфракрасные маркеры, липосомы, крем­
ниевые наночастицы и др. [61, 62]. Рассмотрение новой метки, как 
правило, сопровождается сравнением аналитических характеристик, 
достигаемых с ее использованием и в традиционном анализе. Однако 
массовые методические решения обновляются сравнительно мед­
ленно – далеко не каждое описанное в литературе улучшение чувстви­
тельности становится основанием для перевооружения практической 
аналитики.
	 Разнообразие биоаналитических маркеров в первом приближении 
суммирует перечень из работы A. Zelenakova и соавт. [63]:
	 –  нерастворимые частицы (например, эритроциты, латексные 
гранулы, частицы графита, золи металлов и красителей (например, 
золото, Liminous Red G));
	 – радионуклиды (например, 125I, 131I, 3Н);
	 – ферменты (например, пероксидаза из корней хрена, щелочная 
фосфатаза);
	 – простетические группы;
	 – модуляторы ферментов;
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	 – субстраты ферментов;
	 – липосомы;
	 – бактериофаги;
	 – флуоресцентные красители;
	 – хемилюминесцентные и биолюминесцентные вещества;
	 – вещества, рассеивающие электроны.
	 Это разнообразие обуславливает необходимость критериев, позво­
ляющих сделать выводы о конкурентном потенциале нового маркера 
до или вместо его экспериментальной оценки. Такие критерии 
суммируют собственные характеристики маркера и не связаны с 
особенностями формата анализа и детектируемого соединения. Т.е. 
соответствующую паспортизацию маркеров можно провести до 
начала их использования в разработке аналитических систем, тем 
самым существенно снизив трудоемкость исследований.
	 По нашему мнению, при оценке возможностей того или иного 
аналитического маркера должны учитываться следующие параметры:
	 – предел детекции маркера (из определенного объема среды или 
с определенной площади носителя);
	 – максимальное количество единиц (молекул) маркера, которое 
может быть присоединено к иммунореагенту без ухудшения его 
иммунохимических свойств;
	 – соотношение детектируемого сигнала для маркера в свободном 
и в связанном виде (в том числе степень ослабления сигнала в ана­
литической системе).
	 Эти три параметра определяют пересчетные множители, трансфор­
мирующие характеристики маркеров в свойства аналитической 
системы, и поэтому крайне важны для количественных описаний.
	 Однако существует и ряд других важных критериев, относящихся 
к практическим аспектам применения маркеров и способных забрако­
вать маркеры, потенциально перспективные исходя из их собственных 
характеристик. Эти критерии включают [60]:
	 – стоимость маркера, его доступность в пригодном для примене­
ния виде;
	 – методическую простоту конъюгирования маркера с иммуно­
реагентами;
	 – стабильность маркера при хранении, воспроизводимость регист­
рируемых сигналов;
	 – возможность количественной регистрации маркера с использо­
ванием доступного и недорогого (серийно производимого) прибор­
ного обеспечения;
	 – отсутствие влияния компонентов тестируемых проб на сигнал, 
генерируемый маркером.
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	 Следует отметить, что современные разработки биоаналитичес­
ких систем не ограничиваются применением меток с низкими пре­
делами детекции. Проведение анализа предусматривает дополни­
тельные амплификационные процессы, увеличивающие количество 
молекул (частиц) маркера, связанных с иммунным комплексом или 
используемых для конечной регистрации сигнала [64–66]. Среди 
таких решений особый интерес представляет интеграция селектив­
ного выявления аналита с помощью антител и последующего уси­
ления сигнала от олигонуклеотидного маркера с использованием 
стандартных методик проведения полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Метод иммуно-ПЦР позволяет радикально снизить пределы 
детекции иммуноанализа и выявлять минимальные количества – 
десятки–сотни – молекул [67, 68]. Активно развиваются и супер­
чувствительные аналитические системы, основанные на регистрации 
единичных иммунных комплексов, – правда, на сегодняшний день 
требующие довольно сложного приборного обеспечения [69, 70].

IV. КЛЮЧЕВЫЕ ПОНЯТИЯ И ПРОЦЕССЫ 
ДЛЯ МОДЕЛИРОВАНИЯ БИОАНАЛИТИЧЕСКИХ СИСТЕМ
При моделировании биоаналитических систем, помимо схемы ана­
лиза, необходимо учитывать ряд факторов:
	 – рассматриваются ли равновесные или неравновесные условия 
взаимодействия;
	 – считаются ли реакции образования специфических комплексов 
обратимыми или необратимыми;
	 – учитываются ли диффузионно-зависимые процессы;
	 – отражает ли модель возможности би- и поливалентных взаимо­
действий в формирующихся комплексах и др.
	 Хотя любая биоаналитическая система основана на взаимодействии 
определяемого соединения (аналита) с биомолекулой, специфически 
связывающей аналит (рецептором), а ее модель должна предусмат­
ривать описание кинетических закономерностей данной реакции, в 
зависимости от условий проведения анализа будут оправданы разные 
ответы на указанные выше вопросы и, соответственно, выбор разного 
теоретического аппарата для описания биоаналитических систем.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПИСАНИЕ ДИФФУЗИИ

Как отмечалось выше, большинство современных биоаналитических 
систем предусматривает использование носителя для формирования 
детектируемых иммунных комплексов. Поэтому теоретическое опи­
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сание анализа не может ограничиваться решением сравнительно 
более простых задач взаимодействия в растворе. Необходим учет 
диффузионного приближения одного из реагентов к поверхности, 
на которой находится другой реагент, и соответствующей неодно­
родности распределения концентраций реагентов в объеме. Следо­
вательно, предлагаемая модель должна включать или рассмотрение 
диффузионно-зависимых процессов в явном виде, или обоснованные 
рекомендации об использовании тех или иных упрощающих пред­
положений с учетом особенностей данной аналитической системы,
	 Лимитированные диффузией реакции характерны именно для 
гетерогенных систем [71] и/или для систем, в которых взаимодействие 
протекает в вязкой среде (например, реакция преципитации в геле) [3]. 
Следует признать, однако, что лишь небольшая часть предлагаемых 
математических моделей биоаналитических систем рассматривает 
диффузионные процессы. Общие вопросы диффузионно-зависимых 
процессов в анализе рассматривались в классических работах 
M. Stenberg и H. Nygren [72–74] и затем, за немногими исключениями 
[75–77], сформулированные закономерности не дополнялись. Преиму­
щественно же авторы моделей вводят для иммобилизованных реаген­
тов условные концентрации в объеме и обсуждают классические 
закономерности гомогенных реакций.
	 Изменение концентрации диффундирующего компонента (С) с 
течением времени в точке пространства с координатами x, y, z опре­
деляется вторым законом Фика: 

	
	 Величина D (коэффициент диффузии) определяет количество 
вещества, проникающего через единичную поверхность за единицу 
времени [78, 79]. Данная величина измеряется в м²/с и зависит от 
свойств как растворителя, так и растворенного вещества. В прибли­
жении броуновской сферической частицы коэффициент диффузии 
выражается как:

	
где k – постоянная Больцмана; T – температура среды; µ – коэффи­
циент вязкости; r – радиус частицы.
	 При моделировании аналитических систем второй закон Фика 
применяется не только для описания скорости движения реагента к 
рецепторной поверхности [71], но и для характеристики распределения 
реагирующего вещества в потоке в проточных системах. Так, S. Qian 
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и H.H. Bau [80] использовали второй закон Фика для учета диффузии 
реагентов в потоке жидкой пробы при математическом описании 
иммунохроматографии в «сэндвич»-формате. Согласно предложенной 
ими модели, изменение концентрации маркера (коллоидного золота) 
в точке с координатой x (направление оси x совпадает с направлением 
движения потока жидкости) описывается следующим образом:

	
где А – аналит; Р – центры связывания аналита на маркере; R – рецеп­
тор в аналитической зоне; PA – комплекс аналита с маркером; RPA – 
комплекс аналита с маркером и рецептором в аналитической зоне; 
x – координата положения на тест-полоске; Fn – скорости образования 
n-ого комплекса; U – скорость потока жидкости; Dp – коэффициент 
диффузии маркера. 
	 Выражение вида Ud[концентрация  реагента]/dx в уравнении 
(3) отражает изменение концентрации P в точке с координатой x, 
обусловленное потоком жидкости, который смещает положение всех 
растворенных молекул и частиц. Выражение вида Dpd2[концентра­
ция  реагента]/dx2 отражает изменение концентрации P в точке с 
координатой x, обусловленное диффузионными процессами и описы­
ваемое вторым законом Фика.
	 Модель S. Qian и H.H. Bau предполагает, что в направлениях y и 
z свойства аналитической системы не отличаются, вследствие чего 
используется одномерная форма уравнения (1). Данное приближение 
вполне оправдано с учетом малых поперечных размеров пор в рабо­
чих мембранах иммунохроматографических тестов: 5–15 мкм.
	 В последние годы опубликованы работы, рассматривающие раз­
личные аспекты диффузионно-зависимых процессов в биоанали­
тических системах: влияние вращательной диффузии на транспорт 
антигенов [81], применение фрактальных моделей для описания 
микрогетерогенных процессов на биосенсорных поверхностях [82], 
выбор геометрии микрозон связывания, минимизирующей диф­
фузионно-зависимые процессы [83, 84], конструирование микро­
флюидных систем с быстрым достижением химического равновесия 
[85], элиминацию диффузии в псевдогомогенных системах с исполь­
зованием наночастиц [86] и полимеров [87] и др. 
	 В отличие от проточных биоаналитических систем, к которым отно­
сятся иммунохроматографические тесты, большинство других фор­
матов анализа предусматривает режимы проведения, в ходе которых 
реагенты успевают перераспределиться в объеме. При инкубациях 
реагентов в течение нескольких десятков минут в миллилитровых 
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и субмиллилитровых объемах диффузионными процессами можно 
пренебречь. В системах же с короткими инкубациями для ускорения 
диффузионных процессов в приповерхностном слое предлагаются 
различные специальные решения – перемешивание, обработка 
ультразвуком и другие воздействия [88–93]. 

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПИСАНИЕ ХИМИЧЕСКИХ ПРЕВРАЩЕНИЙ
Количественное описание химических превращений в аналитических 
системах, не лимитированных диффузией, опирается на основной посту­
лат химической кинетики – закон действующих масс. В простейшем 
случае моновалентного связывания аналит – рецептор (A + R ↔ AR) 
закон действующих масс дает дифференциальное уравнение для ско­
ростей изменения концентраций реагентов и комплекса [94]:

	
где ka и kd – кинетическая константа ассоциации и кинетическая 
константа диссоциации комплекса AR, соответственно.
	 С учетом соотношений: [A] + [AR] = [A]0 и [R] + [AR] = [R]0, где 
индекс 0 обозначает начальные концентрации реагентов, уравнение 
(4) приводится к виду с одной переменной [AR]:

	
Уравнение (5) имеет строгое аналитическое решение, которым 
является функция:

	
где a = 2[A]0[R]0, b = [A]0 + [R]0 + kd/ka.
	 В описанных в литературе моделях это точное решение практи­
чески не применяется. Вместо него используются приближенные 
решения. Как правило, при описании кинетики формирования аффин­
ных комплексов принимаются два основных приближения:
	 – равновесные условия взаимодействия
	 – и необратимость реакции связывания.
	 Состояние равновесия задается условием равенства нулю всех 
скоростей реакций, откуда вытекает соотношение:

	
где Ka – равновесная константа ассоциации, или константа аффин­
ности. 
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	 Для экспрессных биоаналитических методов с инкубацией реаген­
тов в течение нескольких минут такое приближение является весьма 
грубым, хотя и применяется на практике [80, 95, 96]. При характе­
ристике кинетических систем более оправдано приближение необ­
ратимой реакции, поскольку рецепторные молекулы, применяемые 
в биоанализе, как правило, характеризуются высоким сродством к 
определяемому соединению. Например, антитела редко имеют кине­
тическую константу диссоциации больше 10–4 с–1 [97]. При таких 
значениях за 10 мин диссоциирует менее 6% образовавшегося иммун­
ного комплекса, поэтому процессом диссоциации в кинетической 
аналитической системе можно пренебречь.
	 Образование продукта в бимолекулярной необратимой реакции 
A + R → AR описывается уравнением [98]:

	
	 Отметим, что уравнение (8) является предельным случаем урав­
нения (6) при kd→0.

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПРЕДЕЛЫ ПАРАМЕТРОВ РЕАКЦИИ  
АНТИГЕН–АНТИТЕЛО

Традиционно отмечаемое достоинство антител – высокая аффинность 
комплексообразования с антигенами, определяющая возможность 
выявления антигенов в крайне низких концентрациях. Однако аффин­
ность иммунных комплексов ограничена природой индукции иммун­
ного ответа, что накладывает ограничения и на предел детекции 
иммуноаналитических систем.
	 Максимальная константа скорости ассоциации (ka) для взаимо­
действия антител с белковыми антигенами определяется скоростью 
диффузии белковых молекул в растворе и является величиной 
порядка 106 М–1с–1 [99]. Константа скорости диссоциации комплекса 
(kd) может возрастать за счет отбора антител in vivo [100, 101], но 
лишь до определенного предела. Согласно гипотезе «affinity ceiling» 
[101–103], для клонов, секретирующих высокоаффинные антитела, 
их дальнейший отбор под действием антигена происходит менее 
эффективно. Это связано с тем, что для антител с kd = 10–4 с–1 время 
полужизни комплекса антигена с B-клеточным рецептором состав­
ляет почти 2 часа и становится существенно больше, чем время 
эндоцитоза комплекса антитела с B-клеточным рецептором (около 8,5 
мин). Дальнейшее увеличение времени полужизни комплекса уже не 
способствует пролиферации B-клеток. В связи с этим при вторичном 
иммунном ответе для антител класса IgG, специфичных к белковым 
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антигенам, характерны значения равновесной константы ассоциации 
в диапазоне 107–1010 М–1.
	 Описанные выше ограничения для отбора высокоаффинных 
клонов не исключают возможности того, что для некоторых антигенов 
достигается существенно более высокая степень комплементарности 
с антиген-связывающим сайтом антитела и, соответственно, более 
высокая константа связывания. Недиссоциирующие комплексы 
антиген–антитело описаны в работе [104], в которой в результате 
целенаправленного дизайна антител получены антитела с бесконеч­
ной аффинностью к хелатному комплексу (S)-бензил-этилендиамин­
тетрауксусная кислота с индием. Аналогичные эффекты выявлены 
для взаимодействия между антигеном и комплексом антитело–ион 
металла [105].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ 
БИОАНАЛИТИЧЕСКИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ

Хотя, как отмечалось выше, аналитическое решение системы урав­
нений в общем виде является наиболее эффективным средством 
теоретического описания биоаналитических систем, при характерис­
тике анализа важно знать количественные параметры взаимодейст­
вий аналит–рецептор – прежде всего, кинетические и равновесную 
константу реакции. С учетом этих параметров можно оценить кор­
ректность принимаемых при моделировании положений, а при необ­
ходимости – прибегнуть к численному моделированию.
	 Методы измерения констант образования/диссоциации комплексов 
биомолекул весьма разнообразны [106]. Так, для этих целей активно 
использовались равновесный диализ, элюция реагентов с аффинных 
колонок [107]. Разработан теоретический аппарат, описывающий 
расчет констант связывания в экспериментах по капиллярному 
электрофорезу [108–110]. Методы, основанные на регистрации 
флуоресценции или поляризации флуоресценции, позволяют быстро 
охарактеризовать лиганд-рецепторное взаимодействие в растворе, не 
прибегая к дополнительным стадиям измерений [111–113]. Крайне 
популярны подходы, основанные на применении для измерения 
констант ИФА – т.е. аналитической системы, которая является также 
предметом разработки или вспомогательным средством характерис­
тики реагентов при разработке. Классические рекомендации по этому 
вопросу предложены в работах B. Friquet, L. Djavadi-Ohaniance и 
соавт. [114–116]. Особенности обработки экспериментальных данных 
и выбора наиболее корректных расчетных процедур обсуждаются в 
ряде более поздних работ [117–121]. 
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	 Тем не менее, несмотря на это разнообразие, в качестве общепри­
нятого «золотого стандарта» при измерении и сравнительной оценке 
констант межмолекулярных взаимодействий в настоящее время 
рассматривается биосенсорный анализ, основанный на регистрации 
поверхностного плазмонного резонанса (ППР). Рассмотрим подробно 
принцип соответствующих измерений и обработки данных на при­
мере применения биосенсора Biacore – наиболее распространенной 
из оптических сенсорных систем [122].
	 Экспериментальная характеристика межмолекулярных взаимо­
действий в системе Biacore включает:
	 1) иммобилизацию одного из компонентов взаимодействующей 
пары на поверхности чипа; 
	 2) пропускание над поверхностью чипа раствора, содержащего 
второй компонент взаимодействующей пары, с одновременной 
регистрацией взаимодействия;
	 3) прекращение поступления в ячейку второго компонента пары 
и регистрацию диссоциации образовавшегося комплекса;
	 4) регенерацию поверхности чипа растворами, разрушающими 
лиганд-рецепторный комплекс, но не повреждающими иммобилизо­
ванный компонент;
	 5) повторение стадий 2–4 с другими препаратами, реагирующими 
с иммобилизованным компонентом. 
	 Зависимость отклика прибора (величины ППР) от времени 
называется сенсограммой [123]. Ее принципиальный общий вид 
представлен на рис. 4. 
	 Сенсограмма содержит все данные, необходимые для вычисления 
кинетических и равновесных параметров образования специфичес­

Рис. 4. Общий вид сенсограммы, регистрируемой в системе Biacore.
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кого комплекса [124–127]. Простейшая модель, которая позволяет 
извлечь значения констант из сенсограммы, исходит из предположения 
о равновесных условиях и исключает из рассмотрения диффузионно-
зависимые процессы [125–127]. 

Стадия ассоциации
С учетом равновесного приближения стадия ассоциации описывается 
уравнением (4), в котором производные концентраций по времени 
приравниваются к нулю:
	
	 Поскольку концентрация активных рецепторных молекул на сен­
сорной поверхности ([R]) обычно не известна, вместо нее удобнее 
рассматривать степень заполнения поверхности (θ). Величина θ – это 
соотношение Ru/Rumax, где Ru – сигнал прибора (за вычетом фона), 
Rumax – максимальное значение сигнала (за вычетом фона) при связы­
вании всех рецепторных молекул на поверхности. Концентрации 
свободных и связанных рецепторных молекул можно выразить 
через начальную концентрацию рецептора [R]0 и θ: [R] = (1–θ)[R]0 и 
[AR] = θ[R]0 [128].
	 Поскольку на стадии ассоциации аналит постоянно поступает в 
реакционную зону с потоком жидкости и, согласно принятым предпо­
ложениям, сразу равномерно перемешивается, то его концентрацию 
над сенсорной поверхностью можно считать постоянной, то есть 
[A]≈[A]0. Концентрированием аналита вблизи поверхности из‑за 
специфического связывания также можно пренебречь. Так как 
количество аналита на поверхности много меньше его количества в 
объеме, можно считать, что усредненная концентрация вследствие 
взаимодействия с рецептором меняется слабо. Чем выше скорость 
потока жидкости, тем точнее будет выполняться данное приближение. 
Поэтому уравнение (9) можно переписать следующим образом:

	

	
	 Уравнение (11) описывает зависимость сигнала от равновесной 
константы ассоциации и концентрации аналита, поступающего в 
ячейку. С учетом допущения о равновесном состоянии в уравнение 
следует подставлять величины Ru, наиболее близкие к равновесным 
(верхнее плато участка ассоциации на сенсограмме). Для расчета 
константы взаимодействия можно воспользоваться растворами, 
содержащими известные концентрации аналита. 
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Стадия диссоциации
Диссоциация иммунного комплекса – мономолекулярная реакция. 
Поэтому ее скорость зависит только от кинетической константы 
диссоциации. В проточной системе диссоциацию можно считать 
необратимой, так как продукты диссоциации вымываются из реак­
ционной зоны, а новые комплексы не образуются из-за отсутствия 
аналита в промывающей жидкости. Поэтому зависимость доли 
распавшегося комплекса (D) от времени диссоциации (t) определяется 
кинетическим уравнением необратимой мономолекулярной реакции: 

	
	 Доля распавшегося комплекса рассчитывается как D =1– Ru/Ru0, 
где Ru0 – сигнал (минус фон) в момент начала диссоциации, Ru – сиг­
нал (минус фон) в момент времени t. 

БИВАЛЕНТНОСТЬ АНТИТЕЛ И ЕЕ РОЛЬ В ИММУНОАНАЛИЗЕ

Важной особенностью антител, отличающей их от других биорецеп­
торных молекул, является множественность сайтов связывания ана­
лита. У иммуноглобулинов класса G, наиболее часто используемых в 
анализе, таких сайтов два, при работе с иммуноглобулинами класса M 
следует принимать во внимание наличие десяти связывающих сайтов*. 
Если на поверхности антигена на достаточном расстоянии друг от 
друга имеются идентичные эпитопы, то становится возможным 
образование не одной, а двух связей антитела с антигеном. К таким 
поливалентным антигенам относятся вирусные частицы, бакте­
риальные клетки, биополимеры с вырожденной структурой, неко­
торые олигомерные белки, а также синтетические конъюгаты анти­
ген–носитель. 
	 Возможность бивалентного взаимодействия антитело–антиген 
вызывает ряд последствий, важных для оценки функционирования 
биоаналитических систем:
	 – образование при взаимодействии с поливалентными антигенами 
смеси иммунных комплексов разного состава и аффинности;
	 – резкое снижение вероятности диссоциации иммунных комплек­
сов после бивалентного связывания антител.

	 * Моновалентны фрагментированные антитела некоторых животных (так 
называемые nanobodies), рекомбинантные препараты антител, в которые включен 
лишь один антитело-связывающий сайт, и специально получаемые фрагменты 
антител.
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	 Отметим, что в системах конкурентного иммуноанализа поли­
валентное взаимодействие антител со стандартным препаратом 
антигена (обычно представленным в виде синтетического конъюгата 
аналит–носитель) ухудшает чувствительность детекции, т.к. комп­
лексы с моновалентным антигеном пробы менее аффинны, чем с поли­
валентным антигеном. Поэтому «ухудшение» стандартного антигена 
посредством снижения содержания в нем аналита положительно 
сказывается на чувствительности анализа [129–131].
	 Различные аспекты описания поливалентных взаимодействий в 
биоаналитических системах рассмотрены в работах [132–140]. Так, 
L.D. Shiau [141] был проведен теоретический анализ образования 
иммунных комплексов в системе, состоящей из двух типов моно­
клональных антител и бивалентного антигена с двумя идентичными 
эпитопами. Автор не учитывал возможности формирования цикличес­
ких комплексов и эффекта кооперативности и изучал лишь среднюю 
молекулярную массу линейных комплексов антиген–антитело. В 
работе R.J. Joshi [142] для моделирования зависимости образования 
комплексов разного состава от аффинности антител применена меха­
нико-статистическая теория. При этом рассматривались две системы: 
взаимодействие моноклональных антител и антигена известной 
валентности с идентичными детерминантами и более сложный слу­
чай, когда сайты связывания антител и антигенов различались по 
свойствам. Теоретическое изучение влияния кластеризации рецеп­
торов в различных конфигурациях на кинетические параметры 
иммунного взаимодействия было представлено J.H. van Opheusden и 
соавт. [143]. W.S. Hlavacek и соавт. [144] предложили модель мульти­
валентного лиганд-рецепторного связывания, учитывающую экрани­
рование лигандом нескольких рецепторов (характерное, например, 
для вирусов и белковых поливалентных антигенов), и изучили 
влияние этого фактора на кинетические и равновесные параметры 
реакции. Свойства аналитических систем, в которых используются 
нагруженные антигеном липосомы, рассмотрены O.D. Hendrickson 
и соавт. [145].
	 Попытка учета поливалентных взаимодействий без значительного 
усложнения техники расчетов предпринята авторами работы [11], 
которые применили в своей модели так называемый «узловой» анализ 
(NODE). Смысл метода заключается в рассмотрении кинетики каж­
дой реакции сложного многокомпонентного процесса в отдельном 
«узле» за малый промежуток времени и построении итерационного 
процесса, охватывающего всё время проведения реакции. При введе­
нии дополнительных реакций и, соответственно, «узлов» расчетов 
модель может быть усложнена.



Д.В.Сотников и соавт.406

	 В целом авторы работ по исследованию бивалентных иммунных 
взаимодействий отмечают необходимость корректного учета отличий 
аффинности элементарного взаимодействия (антиген-связывающий 
сайт антитела – эпитоп антигена) и средней аффинности иммунных 
комплексов, отражающей поли- и моновалентные взаимодействия 
для данной пары реагентов.
	 Равновесные константы связывания бивалентного связывания 
антител могут на два порядка превосходить константы монова­
лентного связывания [146, 147]. Это соотношение констант зависит 
от особенностей как антитела, так и антигена, отражая механизм 
взаимодействия активного центра антитела со своим эпитопом, под­
вижность сегментов иммуноглобулиновой молекулы, расстояния 
между детерминантами и их ориентацию на поверхности полива­
лентного антигена. D.M. Crothers и H. Metzger [148] провели расчет 
значений констант связывания для двух активных центров антител 
на основании экспериментально определенных значений монова­
лентного взаимодействия.

V. МОДЕЛИ РАЗЛИЧНЫХ  
БИОАНАЛИТИЧЕСКИХ ФОРМАТОВ

ИММУНОАНАЛИЗ В КОНКУРЕНТНОМ ФОРМАТЕ

Принцип классического конкурентного иммуноанализа с меченым 
антигеном (см. рис. 1, Б) заключается в одновременном взаимодейст­
вии антител (Ab) с антигеном (Ag) и его меченым аналогом (Ag*) 
[149]. Соответственно, в системе протекают две реакции:
	 Ab + Ag ↔ AbAg (i),
	 Ab + Ag* ↔ AbAg* (ii).
	 Реакции характеризуются кинетическими константами ассоциа­
ции ka1 и ka2 и кинетическими константами диссоциации kd1 и kd2 
соответственно. В простейшем случае предполагается, что все центры 
связывания у антител идентичны. Все превращения в этой системе 
описывает схема, представленная на рис. 5. 
	 Установим для этой системы градуировочную кривую – зависи­
мость детектируемого сигнала (количества связанной метки) от содер­
жания аналита в тестируемой пробе. Рассмотрение этой функции 
позволит теоретически исследовать влияние различных параметров 
на аналитические характеристики метода.
	 На основании закона действующих масс можно записать систему 
дифференциальных уравнений:
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	 Систему следует дополнить уравнениями, выражающими закон 
сохранения массы:
	

	

	
	 Индекс 0 здесь и далее обозначает начальные концентрации 
реагирующих веществ. Отметим, что [Ab] – это общая концентрация 
центров связывания на антителах, так как антитела имеют несколько 
валентностей.
	 В литературе описано несколько вариантов аналитического реше­
ния системы уравнений (13)–(18). Как правило, для этого исполь­
зуется приближение равновесных условий [2, 149]. В таком случае 
вместо уравнений (13)–(15) получаем систему алгебраических урав­
нений:

	

	
	 Выразив уравнения (14)–(15) через равновесные константы ассо­
циации, имеем:

	

	

Рис. 5. Схема реакций в конкурентном иммуноанализе с меченым антигеном 
(см. пояснения в тексте).
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	 В первых моделях конкурентного анализа для упрощения прини­
малось, что аффинность антител к антигену и его меченому аналогу 
одинакова, т.е. Ka1= Ka2= Ka [2, 150]. В этом случае:

	
	 Выражение (23) означает, что при равенстве констант доля свобод­
ного меченого антигена равна доле свободного немеченого антигена, 
так как 

	
где x – доля свободного антигена (меченого или немеченого). 
	 Если доли свободных меченых и немеченых антигенов равны, то 
равны и доли связанных антигенов:

	
	 Сложив уравнения (19) и (20), после преобразований получаем:

	
	 Учитывая, что [AbAg] = y[Ag]0; [AbAg*] = y[Ag*]0; [Ag] = (1–y)
[Ag]0; [Ag*] = (1–y)[Ag*]0; [Ab] = [Ab]0 – ([AbAg]+[AbAg*]) = [Ab]0 
– y([Ag]0 + [Ag*]0), уравнение (26) можно переписать в виде:

	
	 Уравнение (27) можно встретить в литературе в различной форме, 
например, в работе [150] оно приведено к виду:

	
	 Фактически это – квадратное уравнение, которое связывает между 
собой долю связанного антигена, начальные концентрации центров 
связывания антител, меченого и немеченого антигена и константу 
взаимодействия (константу диссоциации иммунного комплекса):

	
	 Решение квадратного уравнения (29) описывает в общем виде 
градуировочную кривую анализа:
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	 Позднее были рассмотрены модели конкурентного анализа для 
случая, когда аффинности антител по отношению к меченому и неме­
ченому антигену различаются [22, 151, 152]. Такая система описы­
вается уже кубическим уравнением, которое выводится из уравнений 
(16)–(22):

	
где 
	 a = Kd1 + Kd2 + [Ag]0 + [Ag*]0 – [Ab]0;
	 b = Kd2([Ag]0 – [Ab]0) + Kd1([Ag*]0 – [Ab]0) + Kd2Kd1;
	 c = – Kd2Kd1[Ab]0.
	 Воспользовавшись тригонометрическими формулами, получим 
решение уравнения (31) в виде:

	

где 

	 Установив [Ab], можно написать формулы и для [AbAg] и [AbAg*]:

	

	
	 Пример равновесных концентраций компонентов в системе кон­
курентного анализа, рассчитанных по уравнениям (32)–(34) с учетом 
(16)–(18), приведен на рис. 6. Наибольший интерес представляет 
зависимость [AbAg*] от концентрации добавленного антигена, так 
как по сути это – градуировочная кривая анализа, анализируя форму 
которой, можно оценить потенциальные аналитические характерис­
тики метода и влияние на них исходных параметров.
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	 В альтернативном формате конкурентного анализа иммобилизо­
ван антиген, а меченым реагентом являются антитела, которые 
одновременно взаимодействуют с иммобилизованным антигеном и 
свободным антигеном в растворе (конкурентом) – см. рис. 2, А. Однако 
кинетическая модель, представленная выше, подходит в равной 
степени и для описания этого варианта анализа. (Важно, что для 
обеих систем не рассматривается диффузия реагентов к поверхности.) 
Необходимо лишь изменить некоторые обозначения: Ab – меченые 
антитела, Ag* – иммобилизованный антиген. Детектируется, как и в 
первом случае, комплекс AbAg*.
	 Еще одним вариантом конкурентного анализа является метод 
последовательного насыщения, в котором антитела сначала взаимо­
действуют с определяемым (реакция (i)), а затем, после отмывки, – с 
меченым антигеном (реакция (ii)). D. Rodbard и соавт. [153] показали 
большую чувствительность такого анализа по сравнению с вариантом, 
основанным на одновременном проведении обеих стадий. Б.Б. Дзан­
тиев и Д.К. Юрьев на основании анализа математической модели 
такой системы сформулировали рекомендации по улучшению харак­
теристик анализа [154]. В методе последовательного насыщения пара­
метры анализа определяются реакцией с определяемым антигеном. 

Рис. 6. Рассчитанные равновесные концентрации компонентов в системе кон­
курентного анализа. Параметры: [Ab]0= 2 мкМ; [Ag*]0 = 1 мкМ; Ka1 = 5 мкМ–1; 
Ka2 = 10 мкМ–1.
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Реакция с меченым антигеном играет вспомогательную роль, позволяя 
регистрировать количество свободных центров связывания. При 
достижении строгой пропорциональности [AbAg*] = С*[Ab] калибро­
вочная кривая в нормированных координатах полностью совпала 
бы с кривой титрования антигена. В реальных условиях пропор­
циональность может нарушаться, и оптимизация условий анализа 
должна заключаться в подборе условий, при которых калибровочная 
зависимость максимально соответствует кривой титрования. В работе 
[154] также показано, что для выполнения этого требования время 
инкубации с меченым антигеном следует брать примерно равным 
0,1/kd1. На примере ИФА инсулина продемонстрирована хорошая 
корреляция экспериментальных и расчетных данных.
	 Если для характеристики степени протекания реакции с опреде­
ляемым антигеном ввести коэффициент n – долю центров связывания 
антител, заполненных антигеном после установления равновесия, то 
справедливы соотношения:
	 n[Ab]0= [AbAg] = [Ab]0 – [Ab],
	 n = 1 – [Ab]/[Ab]0.
	 Используя выражения для равновесной константы ассоциации: 
[AbAg] = Ка1[Ab][Ag] = Ка1([Ab]0 – [AbAg])([Ag]0 – [AbAg]), можно 
записать: 
	 n[Ab]0 = Ка1([Ab]0 n[Ab]0) ([Ag]0 – n[Ab]0).			       (35)
	 Отсюда получается выражение, связывающее долю заполненных 
центров связывания антител с константой ассоциации и начальными 
концентрациями реагентов:

	
	 Уравнения (30), (34), (36) описывают градуировочные кривые 
различных форматов конкурентного анализа и предсказывают пове­
дение систем при варьировании концентраций реагентов и констант 
связывания, а также устанавливают теоретические пределы детекции, 
диапазоны определяемых концентраций и другие параметры анализа 
(см. раздел VI).

ИММУНОАНАЛИЗ В «СЭНДВИЧ»-ФОРМАТЕ
В «сэндвич»-иммуноанализе определяемый антиген имеет два эпи­
топа для связывания с двумя антителами, одни из которых иммоби­
лизованы на поверхности, другие – связаны с меткой: Ab1 – первые 
антитела, Ab2

* – меченые вторые антитела, Ag – определяемый анти­
ген. Классический анализ с иммобилизацией первого антитела (РИА, 
ИФА) включает семь стадий: 
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Рис. 7. Схема реакций в системе 
«сэндвич»-иммуноанализа (см. 
пояснения в тексте).

	 1) иммобилизация антител Ab1;
	 2) отмывка для удаления несвязанных антител;
	 3) инкубация с антигеном Ag и прохождение реакции Ab1 + Ag ↔  
↔ Ab1Ag (1A) с константой ассоциации k1 и константой диссоциации k2;
	 4) отмывка для удаления несвязанного Ag;
	 5) инкубация с мечеными антителами Ab2

* и прохождение реакции 
Ab1Ag + Ab2

* ↔ Ab1AgAb2
* (1B) с константой ассоциации k3 и констан­

той диссоциации k4;
	 6) отмывка для удаления несвязанных меченых антител;
	 7) измерение сигнала, пропорционального концентрации комп­
лекса [Ab1AgAb2

*].
	 В идеале после стадии 4 на поверх­

ности остаются только молекулы Ab1 и 
комплексы Ab1Ag, но затем происходит 
диссоциация Ab1Ag и в системе снова 
появляются свободные молекулы 
антигена. Поэтому во время стадии 5 
протекают две дополнительные реак­
ции: Ab2

* + Ag ↔ Ab2
*Ag (1C) и Ab1 + 

AgAb2
* ↔ Ab1AgAb2

* (1D) с констан­
тами ассоциации k5, k7 и константами 
диссоциации k6, k8 соответственно.

	 Полная схема реакций в «сэндвич»-
иммуноанализе представлена на рис. 7.

	 D. Rodbard и Y. Feldman [155] рассматривают данные реакции 
в предположении, что первые антитела связаны с поверхностью 
необратимо, а несвязанные реагенты отмываются на каждой стадии 
полностью. 
	 Представленная схема реакций описывается системой дифферен­
циальных уравнений:
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	 Кроме того, из закона сохранения масс следуют дополнительные 
алгебраические уравнения:

	

	

	
	 В совокупности получается система из шести уравнений с шестью 
неизвестными [Ag], [Ab1], [Ab2

*], [Ab1Ag], [AgAb2
*] и [Ab1AgAb2

*]; 
p, q1, q2 – суммарные концентрации связанных и свободных Ag, Ab1, 
Ab2 соответственно. 
	 Данную систему D. Rodbard и Y. Feldman решали численными 
методами или аналитически в приближении равновесных условий 
[155]. Аналитическое решение при подстановке R = [Ab1Ag]/[Ag] 
после реакции (A1) дает уравнение:

	
	 С учетом принятых допущений начальные условия для последую­
щих реакций определяются уравнениями:

	

	

	
	 Решение уравнения (43) относительно R дает выражение:

	
	 После нахождения R можно рассчитать концентрации остальных 
компонентов системы. На рис. 8 приведены результаты численного 
моделирования в виде концентрационных зависимостей разных про­
дуктов взаимодействия на последней стадии анализа.
	 Представленная модель показывает, что при увеличении концен­
трации добавленного аналита концентрация детектируемого комп­
лекса [Ab1AgAb2

*] должна монотонно увеличиваться. Однако 
некоторые экспериментальные данные демонстрируют, что при 
высоких концентрациях аналита зависимость может меняться на 
противоположную [156]. Это явление получило название хук-эффекта 
(hook effect) [157, 158]. По этой причине D. Rodbard и Y. Feldman 
модифицировали предложенную ими модель и показали, что хук-
эффект возникает при наличии субпопуляций антител с разной 
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аффинностью или при неполной 
отмывке антигена после реак­
ции с антителами [159]. 
	 Установлены и другие меха­
низмы хук-эффекта. Например, 
при использовании меченых 
антител, которые конкурируют 
с немечеными за сайты связы­
вания на антигене, также наблю­
дается хук-эффект, но только 
если концентрация меченых 
антител ниже концентрации 
немеченых [160]. Описан хук-
эффект и при проведении одно­
стадийного «сэндвич»-анализа, 
в котором антиген, меченые и 
немеченые антитела реагируют 
одновременно – см. рис. 2, В 
[161]. А.В. Жердев и Б.Б. Дзан­
тиев с использованием микро­

планшетного ИФА показали, что хук-эффект может возникать в 
результате десорбции первых антител на последующих стадиях 
анализа, а также продемонстрировали, что для минимизации влияния 
эффектов десорбции и диссоциации важно проводить инкубацию со 
вторыми антителами как можно быстрее и не дольше, чем 1/kd [162].
	 Следует упомянуть ряд дополнительных подходов к моделирова­
нию биоаналитических систем и теоретическому исследованию 
влияния условий проведения анализа на его характеристики. Из 
перспективных средств математического описания необходимо 
отметить фрактальный анализ, используемый при рассмотрении 
разных видов биоаналитических систем в цикле работ A. Sadana 
и соавт. [163–165]. Теоретическая оценка влияния температуры на 
характеристики ИФА представлена R. Muller [166]. Программные 
средства для оптимизации конкурентного ИФА предложены в работе 
G.S. Sittampalam и соавт. [167]; аналогичные подходы развиты J. Tsoi 
и соавт. в [168]. Теоретические подходы к выбору условий для расши­
рения рабочего диапазона ИФА обсуждаются N. Ohmura и соавт. [169]. 
Вопросам одновременного учета требований к чувствительности и 
стоимости при оптимизации условий анализа посвящена работа M.A. 
Model и K.E. Healy [170].

Рис. 8. Рассчитанные равновесные 
концентрации компонентов в системе 
«сэндвич»-анализа. 
	 Параметры: q1= 3/K1= 0,3; q2= 0,5; 
k1= k7= 5; k3= k5=10; k2= k4= k6= k8= 1 
(согласно [155]).
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VI. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОЦЕНКИ ВОЗМОЖНОСТЕЙ 
БИОАНАЛИТИЧЕСКИХ СИСТЕМ

Модель биохимического анализа дает исследователям возможность 
теоретической оценки предельных аналитических характеристик 
метода. Основные параметры, характеризующие аналитические 
системы, – это предел обнаружения (детекции), специфичность и 
время анализа [171, 172]. Наибольшее внимание исследователей было 
уделено расчету теоретических пределов обнаружения аналитов в 
различных форматах иммуноанализа [173–176].
	 Поскольку в любом формате биохимического анализа тем или иным 
способом детектируются комплексы аналит–рецептор, равновесные 
и кинетические константы этой реакции непосредственно влияют на 
параметры анализа. Однако предел обнаружения аналита также может 
быть лимитирован чувствительностью детекции метки, эксперимен­
тальными ошибками или уровнем неспецифического связывания в 
системе.
	 При рассмотрении данных вопросов следует строго дифференци­
ровать понятия предела обнаружения и предела количественных изме­
рений [23]. Предел детекции – это уровень аналита, обеспечивающий 
достоверно отличающийся от фона сигнал, тогда как пределу коли­
чественного измерения соответствует уровень аналита, измеряе­
мый с определенной точностью, которую исследователь считает 
достаточной. Понятие предела обнаружения отражает лишь факт 
присутствия аналита в пробе и носит качественный характер. Данные 
вопросы особенно важны в контексте бурно развивающихся методов 
определения единичных молекул, которые стали возможными благо­
даря появлению сверхчувствительных измерительных систем, позво­
ляющих детектировать сигнал от одной молекулы (частицы) метки 
[177–179]. Предел количественного определения для таких систем 
значительно выше единичных молекул.
	 Рассмотрим подробнее теоретические оценки предельных анали­
тических характеристик различных биоаналитических форматов и 
их связь с параметрами аффинного взаимодействия.

КРИТЕРИЙ ДЖЕКСОНА–ЭКИНСА

В работе T.M. Jackson и R.P. Ekins [176] впервые для неконкурентного 
и конкурентного иммуноанализа были установлены теоретические 
пределы детекции методов, их связь с характеристиками антител.
	 Для конкурентных форматов иммуноанализа показано определяю­
щее влияние экспериментальных ошибок и аффинности используемых 
антител на предел обнаружения, выражаемое отношением:
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	 σmin,0 = CV0/ Ka,						           (48)
где σmin,0 – теоретический минимум стандартного отклонения отклика 
системы при нулевой концентрации аналита, CV0 – коэффициент 
вариации отклика системы при нулевой концентрации аналита. 
	 T.M. Jackson и R.P. Ekins также установили, что потенциально 
для иммуноаналитических методов с прямой зависимостью между 
концентрацией аналита и величиной детектируемого сигнала предел 
обнаружения может быть уменьшен на несколько порядков. Однако 
в неконкурентных методах, помимо экспериментальных ошибок и 
аффинности антител, значительное влияние на предел обнаружения 
оказывают неспецифические взаимодействия, что описывается урав­
нением:
	 σmin,0 = Kn*CV/Ka,						          (49)
где σmin,0 – теоретический минимум стандартного отклонения отклика 
системы при нулевой концентрации аналита, CV – относительная 
ошибка отклика системы при нулевой концентрации аналита, Kn – 
относительное значение неспецифического связывания. Например, 
при константе связывания с антителами 1012 М–1, 1% CV и 1%-ном 
уровне неспецифического связывания теоретический минимум стан­
дартного отклонения составляет 10–16 М.
	 Выражения (48), (49) выводятся в предположении, что метка имеет 
неограниченную активность и не лимитирует предел обнаружения. 
	 J. Taylor и соавт. [150] приводят значения параметра предела детек­
ции, рассчитанные по модели T.M. Jackson и R.P. Ekins для различных 
значений Ka и CV0 в конкурентном формате анализа с использованием 
стандартного требования: минимально детектируемый сигнал должен 
в три раза превышать стандартное отклонение сигнала базовой линии 
(см. табл.). Представленные данные позволяют заключить, что при 
использовании антител с константой аффинности 1012 M–1 в конку­
рентном формате иммуноанализа теоретически можно добиться 
предела обнаружения в фемтомолярном диапазоне концентраций. На 
основании модели Джексона–Экинса можно предположить, что при 
одинаковой аффинности антител предел детекции неконкурентного 
анализа может быть ниже предела детекции конкурентного метода 
на величину, обратно пропорциональную уровню неспецифического 
связывания (Kn). Из этого предположения следует потенциально 
неограниченное снижение предела детекции при уменьшении Kn. 
В реальности при устранении неспецифического связывания предел 
детекции будет ограничен чувствительностью детекции метки.
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	 Положения T.M. Jackson и R.P. Ekins существенно повлияли на раз­
витие биоаналитических систем, определив границы методов, исполь­
зующих те или иные рецепторы и маркеры. Хотя ряд авторов обсуждает 
вопросы преодоления ограничений на чувствительность анализа, 
накладываемых данной моделью, речь идет не о ее опровержении, а 
о рассмотрении аналитических систем с другими подходами к детек­
ции иммунных комплексов, включая методы детекции единичных 
молекул [23, 177, 180–182]. 

ВЗАИМОСВЯЗЬ ПАРАМЕТРОВ АФФИННОГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ  
С ХАРАКТЕРИСТИКАМИ АНАЛИЗА

Процесс оптимизации биохимического анализа, включающего мно­
жество компонентов и стадий, как правило, требует проведения боль­
шого числа трудоемких экспериментов [167, 183]. Для упрощения 
данного процесса разработан ряд оптимизационных схем, таких как 
«Doehlert matrix» [184], «Box-Behnken design» [185], «Taguchi design» 
[186, 187], и др. [168, 188, 189]. Однако эти схемы не позволяют 
провести априорную оценку предельно достижимых аналитических 
показателей.
	 Количество публикаций, посвященных изучению корреляций 
между константами аффинного взаимодействия и характеристиками 
анализа, крайне ограничено. D. Rodbard и J.E. Lewald [190] первыми 
предложили алгоритм для построения градуировочных зависимостей 
РИА с целью предсказания пределов обнаружения. Теоретическая 
модель РИА, разработанная E. Ezan и соавт. [191] на основании закона 
действующих масс, дает зависимость:

Таблица. Теоретический предел детекции (DL)  
конкурентного иммуноанализа,  

рассчитанный по модели T.M. Jackson и R.P. Ekins (по [150])
K (M–1) DL (CV0 = 1%) DL (CV0 = 3%)

1012 30 fM 90 fM
1010 3 pM 9 pM

2 × 109 15 pM 45 pM

108 300 pM 900 pM
107 3 nM 9 npM
106 30 nM 90 npM
105 300 nM 900 npM



Д.В.Сотников и соавт.418

	
где С – концентрация немеченого антигена; К – аффинность антител; 
[Ag*] – начальная концентрация меченого антигена; b0 – отношение 
концентрации образовавшегося комплекса антиген–антитело к общей 
концентрации антигена в отсутствии немеченого антигена; bс – то же 
отношение в присутствии немеченого антигена.
	 В рамках данной модели E. Ezan и соавт. показали определяющее 
влияние параметра bс на достижимый предел обнаружения:

	
где t – критерий Стьюдента; s – стандартное отклонение по пара­
метру b0; n – количество измерений для одной концентрации антигена; 
n0 – количество определений параметра b0, bDL – значение параметра 
bc при концентрации немеченого антигена, соответствующей пределу 
обнаружения.
	 Собственно предел обнаружения (CDL) с учетом уравнения (50) 
вычисляется по формуле:

	
	 Данное выражение показывает, как следует варьировать условия 
проведения анализа для достижения минимального предела обнаруже­
ния. Например, при работе с высокоаффинными антителами (Ка>1010 
М–1) следует уменьшить концентрацию меченого антигена. Если 
же аффинность антител значительно ниже, то количество меченого 
антигена рекомендуется увеличить, чтобы снизить ошибку измерений.
	 Подобные корреляции между константами аффинного взаимо­
действия и характеристиками анализа рассмотрены и в ряде других 
работ – для РИА [181], капиллярного иммуноэлектрофореза [150], 
ИФА [192, 193], ИХА [80, 95].
	 Учет факторов точности измерений при описании характеристик 
иммуноанализа обсуждается в [194]. Теоретические оценки пределов 
детекции и рабочих диапазонов иммуноаналитических систем даны 
также в работе [192]. Модель Y. Hayashi и соавт. [194] учитывает отно­
сительные стандартные отклонения (ρТ) по следующим параметрам: 
ошибки пипетирования антигена (ρA), конъюгата антиген–фермент 
(ρG), антитела (ρB), субстрата для фермента (ρS) и отличия в поглоще­
нии между разными лунками микропланшета (σW):
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где А – концентрация аналита, G – IC50.
	 Предложенная модель дает возможность, исходя из количествен­
ных характеристик реакции образования аффинного комплекса, 
установить оптимальные условия проведения конкурентного имму­
ноанализа.
	 Б.Б. Дзантиев и Д.К. Юрьев проанализировали взаимосвязь пара­
метров аффинного взаимодействия и характеристик конкурентного 
анализа с последовательным насыщением [146]. Они показали, что при 
условии [Ab]0< 1/Ka1 предел детекции определяется главным образом 
величиной 1/Ka1, а при [Ab]0 > 1/Ka1 – величиной [Ab]0. Отсюда логи­
чески следует, что оптимально использование антител с начальной 
концентрацией примерно равной 1/Ka1. Также продемонстрировано 
сужение динамического диапазона определяемых концентраций при 
увеличении концентрации антител с двух порядков (0,1/K – 10/K) при 
[Ab]0<< 1/Ka1 до одного (0,1[Ab]0 – [Ab]0) при [Ab]0>>1/Ka1. Однако 
отмечается, что при снижении концентрации антител повышается 
относительная погрешность определения антигена из-за уменьшения 
наклона калибровочной кривой в области динамического диапазона. 

VII. ПРОТОЧНЫЕ БИОАНАЛИТИЧЕСКИЕ СИСТЕМЫ
Вслед за традиционными методами иммуноанализа, такими как 
РИА, ИФА и др., в лабораторную практику стали входить проточные 
биоаналитические системы. Рассмотрение открытых гетерогенных 
систем с проточным перемещением реагентов вызывает необхо­
димость перехода к моделям более высокого уровня сложности. 
Теоретическому описанию проточных биосенсоров посвящен ряд 
работ [195–199]. Предложенные модели учитывают как геометрию 
реакционной системы, так и влияние диффузионного транспорта на 
кинетику связывания растворенных лигандов с иммобилизованными 
рецепторами [200]. Несмотря на сложность проточных гетерогенных 
систем, для эффективного прогнозирования их функционирования раз­
рабатываются и используются модели, основанные на минимальном 
числе допущений и позволяющие дать общие аналитические описа­
ния взаимодействий.
	 Ниже будут рассмотрены результаты математического моделиро­
вания иммунохроматографических тест-систем – наиболее востребо­
ванных на сегодняшний день средств проточного иммуноанализа, 
что обусловлено простотой их применения и оценки получаемых 
результатов.
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	 Принципиальной особенностью мембранных систем является 
отличие свойств иммунореагентов в растворе и при иммобилизации. 
Перенос «эффективных констант», определенных для одного из 
вариантов анализа, в альтернативную систему весьма условен, равно 
как и рассмотрение количества иммобилизованных иммунореагентов 
в терминах объемной концентрации.
	 S. Qian и H.H. Bau в 2003–2004 гг. впервые разработали аналити­
ческие (нечисленные) модели ИХА в «сэндвич» и в конкурентном 
форматах [80, 95]. Упрощенная схема «сэндвич»-ИХА, использован­
ная для моделирования, представлена на рис. 9. При движении фронта 
жидкости через мембрану тест-полоски на первой стадии происходит 
взаимодействие определяемого антигена с меченными маркером 
антителами. После достижения фронтом жидкости аналитической 
зоны начинаются также реакции с иммобилизованными в аналитичес­
кой зоне вторыми антителами, приводящие к образованию тройного 
детектируемого комплекса.
	 Для учета кинетики реакций комплексообразования, диффузии 
и потока жидкости в тест-полоске вводится система уравнений:

Рис. 9. Упрощенная схема «сэндвич»-ИХА для построения модели S. Qian и 
H.H. Bau.
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где А – аналит; Р – центры связывания аналита на маркере; R – рецеп­
тор в аналитической зоне для связывания аналита; PA – комплекс 
аналита с маркером; RA – комплекс аналита с рецептором; RPA – 
комплекс аналита с маркером и рецептором в аналитической зоне; 
x – координата положения на тест-полоске (система считается одно­
мерной); Fn – скорости образования n-ого комплекса; U – скорость 
потока жидкости; Dp – коэффициент диффузии. 
	 Отметим, что комплексы, содержащие R, образуются только в 
аналитической зоне; поэтому их концентрация не зависит от потока 
и диффузии.
	 Принимаемое допущение [80, 95, 201] о том, что распределение 
компонентов в потоке подчиняется второму закону Фика, не учиты­
вает ряда факторов: неспецифических взаимодействий с мембранами, 
десорбции, возможности предварительного перемешивания реагентов 
и др. Поэтому S. Qian и H.H. Bau [95], вводя в уравнения параметры, 
отражающие диффузионные процессы, реально анализируют упрощен­
ный вариант для равномерно распределенных по объему реагентов.
	 Далее S. Qian и H.H. Bau рассматривают систему уравнений, 
описывающих образование комплексов AP, AR и APR:
	

	

	

	

	
где kai – кинетические константы ассоциации i-ой реакции, kdi – кине­
тические константы диссоциации i-ой реакции. 
	 Данная система уравнений не решается в общем случае. Поэтому 
авторы дополнительно принимают допущение о равновесных усло­
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виях, что позволяет рассчитать концентрацию комплекса RPA в ана­
литической зоне (пропорциональную регистрируемой интенсивности 
окрашивания) по уравнениям:

	

	
	 Индекс «е» обозначает равновесную концентрацию, индекс 0 – 
начальную.
	 Эти же авторы (S. Qian и H.H. Bau) предложили математические 
модели для описания конкурентного формата ИХА. Модели были 
разработаны для двух случаев.
	 (I) Аналит связывается с иммобилизованным на мембрану анти­
телом, блокируя взаимодействие иммобилизованных антител с мече­
ным конъюгатом. Чем больше аналита, тем меньше на мембране 
свободных центров связывания для конъюгата и тем меньше регист­
рируемый сигнал (рис. 2, Б).
	 (II) Аналит связывается с конъюгатом меченых антител и пре­
пятствует взаимодействию конъюгата c иммобилизованными на 
мембрану молекулами антигена. Чем больше аналита, тем меньше у 
конъюгата центров связывания, способных связаться в аналитической 
зоне (рис. 2, Г).
	 Напомним, что данная зависимость выведена в предположении 
о равновесных условиях иммунохроматографии. Однако согласно 
данным M. Ragavendar и C.M. Anmol [96], при параметрах, соответст­
вующих реальным иммунореагентам: A0 = 10–8; P0 = 10–8; ka = 106; 
kd = 10–3 и скорости потока жидкости 0,5 мм/сек, реакции на тест-
полоске приблизятся к равновесным, только если аналитическая 
зона будет находиться на расстоянии около 12 см от места нанесения 
пробы. Данное расстояние значительно больше размеров рабочей 
мембраны стандартного иммунохроматографического теста (2,5 см). 
Т.е. в реальном ИХА реакции протекают в неравновесных условиях 
и требуют более сложного математического описания.
	 Представленные в литературе модели ИХА, учитывающие нерав­
новесность процессов, используют численные подходы для расчета 
кинетики иммунных взаимодействий [202–204].
	 S. Krishnamoorthy и соавт. [205] для описания формирования 
иммунных комплексов в аналитической и контрольной зонах тест-
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полосок предложили модель, учитывающую диффузию в порах 
мембран в сочетании с системой дифференциальных уравнений, 
отражающих взаимодействие в растворе. Модель рассматривает 
поток как двухфазную смесь: жидкая фаза, которая частично или 
полностью заполняет поры, и воздух, занимающий оставшееся 
пространство. Авторы предположили, что поток двухмерный и 
потери реагентов с поверхности мембраны за счет испарения не 
происходит. С учетом усредненного объема плотность потока может 
считаться константой, а рассеянием, обусловленным вязкостью, 
можно пренебречь. Положение фронта жидкости пропорционально 
диффузионной константе, которая зависит от размера пор, вязкости 
и поверхностного натяжения. Данная система была численно охарак­
теризована для различных вариантов потоков реагентов (воды, 
коллоидного золота в воде, конъюгата коллоидного золота с БСА в 
воде) по мембранам с разным размером пор (от 4 до 20 мкм). Модель 
позволила описать влияние пористости мембран и положения линий 
связывания на количество формирующихся иммунных комплексов. 
Результаты экспериментального и теоретического изучения [205] 
показывают, что скорость потока в иммунохроматографической 
системе падает с удалением от стартовой линии, т.е. ее положение 
заметно влияет на чувствительность анализа. Скорость потока уме­
ренно возрастает с увеличением размера пор. Это уменьшает время 
инкубации и, соответственно, интенсивность регистрируемого 
окрашивания. Данные закономерности подтверждены C.L. Berli и 
P.A. Kler при анализе модели «сэндвич»-ИХА [15]. Таким образом, 
на чувствительность ИХА влияют время, концентрации реагентов, 
размер пор и положение аналитической зоны.
	 ИХА для определения специфических антител имеет ряд особен­
ностей, требующих отдельного теоретического рассмотрения. Имму­
нохроматографическая серодиагностика сходна с «сэндвич»-ИХА. 
Отличие серодиагностического анализа заключается в том, что 
определяемым веществом являются антитела, а антиген используется 
в качестве специфического рецептора. Важной особенностью серо­
диагностического ИХА является то, что на первой стадии анализа 
конъюгат маркера с иммуноглобулин-связывающим реагентом 
взаимодействует со всеми иммуноглобулинами в пробе, а в анали­
тической зоне происходит взаимодействие антигена только со 
специфическими иммуноглобулинами, которые составляют малую 
долю всех иммуноглобулинов крови. D.V. Sotnikov и соавт. [16] пред­
ложили аналитическую модель такой системы. В работе было пока­
зано, что для снижения предела обнаружения специфических антител 
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в ИХА следует использовать как можно более высокие концентрации 
реагентов для связывания антител и разбавлять пробу перед анализом 
не менее чем на порядок. 
	 В перечисленных работах конъюгаты маркерных частиц с рецеп­
торными молекулами представлялись как набор центров связывания 
аналитов, распределенных в реакционном объеме. Данные модели 
не учитывают размерные параметры маркерных частиц и состав их 
конъюгатов. Попытка оценки влияния данных параметров на характе­
ристики «сэндвич»-ИХА предпринята в недавнем исследовании Liu и 
соавт. [206]. Согласно представленным выводам, для использования в 
«сэндвич»-ИХА оптимальны конъюгаты, имеющие около 30 центров 
связывания аналитов на одной маркерной частице.

VIII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленный в обзоре анализ литературы подтверждает востре­
бованность исследований по теоретическому описанию функ­
ционирования биоаналитических систем. Хотя применительно к 
каждой известной схеме анализа нереально измерение всех коли­
чественных параметров используемых в ней реагентов и теорети­
ческое прогнозирование регистрируемого аналитического сигнала, 
наличие общих описаний биоаналитических процессов (прежде 
всего основанных на нечисленных решениях, описывающих функ­
ционирование систем в общем виде) представляется крайне востре­
бованным. Используя установленные закономерности, можно 
формулировать общие рекомендации по выбору концентраций 
реагентов и длительности стадий анализа, выявлять факторы, 
лимитирующие достижение максимальной чувствительности, 
адаптировать аналитические системы под решение тех или иных 
практических задач. Теоретические модели позволяют установить 
предельные возможности тех или иных форматов анализа, оценить 
эффективность предлагаемых решений по усилению сигнала, 
сокращению продолжительности аналитических взаимодействий. 
Благодаря использованию теоретических описаний снижается трудо­
емкость разработки новых аналитических систем, становится воз­
можным корректное сравнение потенциала разных форматов анализа.
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