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I. ВВЕДЕНИЕ
Метод иммуно-ПЦР (иПЦР) был впервые описан Сано в 1992 году 
[1]. Данный метод обладает преимуществами полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) и иммуноферментного анализа (ИФА), что 
обеспечивает детекцию анализируемых веществ, присутствующих 
в исследуемых образцах в предельно низких концентрациях.
 ПЦР с момента первой публикации в 1985 году [2] зарекомендовала 
себя как эффективный способ обнаружения малых количеств ДНК, 
вплоть до одной молекулы в реакционной пробирке [3, 4]. Благодаря 
высокой чувствительности ПЦР получила широкое распространение 
в кли нической диагностике вирусных и бактериальных заболеваний, 
наследственных болезней, генетическом картировании и др. Но этот 
метод применим только для детекции нуклеиновых кислот, в то 
время как часто возникает необходимость высокочувствительного 
опре деления таких молекул, как гормоны, антитела, белки, токсины 
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и др., а не ДНК или РНК организма-продуцента. Для подобных целей 
приме няют иммуноанализ (чаще всего ИФА): высокая специфичность 
анти тел в отношении антигенов позволяет идентифицировать широ-
кий диапазон объектов, но с гораздо меньшей, чем ПЦР, чувстви-
тель ностью. Однако для широкого спектра исследований необходим 
метод, обладающий чувствительностью ПЦР и возможностями ИФА. 
 Таким методом стала иПЦР, объединившая два вышеуказанных 
подхода – с ее помощью стала возможна высокочувствительная детек-
ция широкого спектра аналитов. Принцип метода базируется на при-
ме нении конъюгата антитело-ДНК с последующей амплификацией 
ДНК-метки. Первоначальный формат иПЦР, предложенный Сано [1], 
был основан на использовании в качестве линкера между антителом 
и ДНК химеры стрептавидин-белок А: стрептавидин связы вает 
биотинилированную ДНК, а белок А – Fc-фрагмент иммуно гло булина 
G (IgG). Такой конъюгат ограничивает возможность примене ния этой 
методики только прямым форматом определения целевой молекулы 
(мало применяемым на практике), поскольку при прове дении реак-
ции в формате «сэндвич» белок А связывается с первич ными анти-
телами, что повышает уровень фонового сигнала [5]. Позднее был 
представлен другой тип конъюгата, состоящий из биотинилиро ван-
ного антитела, стрептавидина и биотинилированной ДНК-метки [6]. 
Преимуществами такого подхода являются его универсальность, воз-
можность использования как в прямом и непрямом, так и «сэндвич» 
форматах иммуноанализа. Также применяется и ковалентное конъю-
ги рование, где с помощью различных реагентов ДНК-метка присое-
ди няется непосредственно к антителу [7]. Это уменьшает число 
этапов в протоколе, в результате чего снижается время про ве де ния 
исслед ования и повышается соотношение сигнал/фон.
 Как и ИФА, иПЦР можно проводить в различных форматах в 
зави симости от цели эксперимента. На рис. 1 приведены в срав-
не нии типовые диапазоны определяемых концентраций в иПЦР 
и ИФА и представлены схемы основных вариантов проведения 
реакции: прямой, непрямой, «сэндвич», непрямой «сэндвич» и конку-
рентный. В прямом формате [7] антиген сорбируется на подложке 
и непосредственно детектируется конъюгированным антителом. В 
непрямом формате иммобилизованный антиген сначала образует 
комп лекс со специфичными антителами, после чего используются 
анти видовые детектирующие антитела (ДА), конъюгированные с 
ДНК-меткой [8, 9]. Формат прямой «сэндвич» включает в себя детек-
цию антигена посредством двух типов антител: первичные антитела 
(связы вающие антитела – СА) сорбируются на подложке и связывают 
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аналит; вторичные антитела, конъюгированные с ДНК-меткой, явля-
ются детектирующими [10, 11]. Начальные этапы непрямого «сэнд-
вич» анализа схожи с прямым «сэндвич», за исключением того, что 
вторичные антитела не несут ДНК-метку, а роль ДА играют третич-
ные антитела [12, 13]. Конкурентный формат используют преиму-
щественно для определения низкомолекулярных веществ [14–17]: к 
антигену (антителу), иммобилизованному на твердой фазе одно вре-
менно добавляется исследуемый материал, содержащий искомый 
антиген (антитело), и детектирующий конъюгат. В случае анализа 
анти тел для качественной оценки реакции применяют меченый 
антиген (редко), в анализе антигенов – меченые антитела. В данном 
обзоре рассматриваются только варианты конкурентного формата с 
мече ными антителами. Результат реакци обратно пропорционален 
коли честву целевого аналита. 
 Определение ДНК-метки производится методом электрофореза 
или ПЦР в «реальном времени» (количественная ПЦР – кПЦР). В 
большинстве опубликованных работ предпочтение отдается послед-
нему варианту, поскольку исключение этапа электрофореза позволяет 
сущест венно сократить время исследования, минимизировать конта-
минацию, оценить количество исходной матрицы и, как следствие, 

Рис. 1. Сравнение подходов и чувствительности иПЦР и ИФА. 
 Сплошная линия – иПЦР, прерывистая – ИФА.
 Форматы иммуноанализа: (А, В) неконкурентный: прямой, непрямой, прямой 
«сэндвич», непрямой «сэндвич»; (Б, Г) конкурентный. 
 Подробное описание – в тексте.
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аналита. В настоящей статье не рассматриваются работы в которых 
исполь зовались другие способы амплификации ДНК.
 Целью настоящего обзора является попытка осветить применение 
и основные аспекты развития метода иПЦР за последние 10 лет.

II. ОСОБЕННОСТИ МЕТОДОЛОГИИ иПЦР
Один из вариантов универсальной методики постановки иПЦР под-
робно описан в статье [18], однако ввиду большой сложности метода 
сле дует подробно остановиться на его ключевых этапах. Высокая 
чувстви тельность метода ПЦР как способа детекции результатов в 
иПЦР является как основным преимуществом этого метода, так и его 
недос татком. Неспецифическая сорбция молекул антител, антигена 
или конъюгата ДНК-антитело приводит к некоторому уровню ампли-
фи кации ДНК-метки во всех образцах (фоновый уровень). При этом 
основной задачей оптимизации метода иПЦР является увеличение 
отно шения уровня амплификации в образцах, содержащих аналит, к 
уровню амплификации в образцах отрицательного контроля.
 Во многих ранних работах описано полное отсутствие амплифи-
кации в образцах, не содержащих выявляемого аналита. Так, в 
статьях [7, 19–21] описаны результаты с отсутствием сигнала в 
отрицательных образцах при 25, 35, 40 и 52 циклах амплификации. 
Полу чить такой результат чрезвычайно сложно и в большинстве слу-
чаев невозможно, так как чувствительность метода ПЦР позволяет 
выяв лять единичные молекулы ДНК в пробирке. Практически всегда 
наблю дается амплификация ДНК-метки в образцах отрицательного 
контроля на уровне 30-40 цикла, что, по-видимому, является следст-
вием неспецифической сорбции компонентов, в том числе ДНК-метки 
[12, 22–24]. 
 Отдельно стоит упомянуть проблему контаминации рабочей зоны 
и реактивов. Обязательно должны быть разнесены в пространстве 
зона, где проводится иммунохимическая часть работы, зона, где про-
во дится работа с ДНК-меткой, и зона проведения кПЦР.
 Таким образом, снижение фонового уровня является одним из 
ключевых этапов работы, связанных с оптимизацией и усовер шен-
ствованием метода иПЦР. В то же время одним из радикальных путей 
снижения фона может быть использование системы «лигирования 
сближенных проб» [25] (ЛСП, proximity ligation assay), которая будет 
рассмотрена ниже. 
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ВЫБОР НОСИТЕЛЯ И ЕГО ВЛИЯНИЕ НА СОРБЦИЮ

В методах ИФА и ПЦР широкое распространение получило использо-
вание 96-луночных микропланшетов, что определило преобладание 
этого формата и в иПЦР. Требования, предъявляемые в иПЦР к 
харак теристикам планшета, отличаются от таковых в ИФА и ПЦР. 
Материал должен обладать высокой антигенсвязывающей способ-
ностью и совместимостью с термоблоком амплификатора для того, 
чтобы избежать дополнительного этапа отщепления ДНК-метки от 
комп лекса антиген-антитело и последующего ее переноса в другой 
план шет для амплификации.
 Изначально для иПЦР использовали полипропиленовые микро-
план шеты, предназначенные для проведения ПЦР, но они не обеспе-
чивали необходимой степени сорбции антигена [26, 27]. Позднее 
приоб рели популярность поликарбонатные 8-луночные стрипы 
TopYield (Nunc) с улучшенной протеинсвязывающей способностью, 
спе циально разработанные для иПЦР [28–30]. Однако Барлетта [21] 
и Потукова [31] отмечают, что эксперименты, проведенные в стрипах 
TopYield, показывали низкую чувствительность. Выяснилось, что при-
чиной этого является неравномерное распределение тепла в лунках во 
время проведения ПЦР из-за несоответствия формы лунок стрипов 
TopYield форме ячеек амплификатора. Проблема была решена путем 
опти мизации условий проведения ПЦР: повышение температуры 
дена ту рации [21] и удлинение стадии элонгации [31]. Еще один 
недос таток, связанный с формой стрипов TopYield, был выявлен при 
их использовании в кПЦР: по-видимому возникает несколько зон 
прелом ления и отражения света, что приводит к появлению на кривой 
ПЦР дополнительных ступеней, затрудняющих анализ резуль татов 
(это справедливо как минимум для амплификатора ДТ-96 (DTprime)). 
Также затруднительно использование стрипов TopYield без наслаи-
вания поверх реакционной смеси минерального масла [32–34]. 
Несмотря на определенные недостатки, 8-луночные стрипы TopYield 
на сегодняшний день остаются наиболее популярным вариантом для 
иПЦР. Помимо стрипов TopYield авторы применяли поликарбонатные 
план шеты для ПЦР Corning Costar 6511 и Greiner Thermoquick polycar-
bonate plate 651570. При использовании этих планшетов получаются 
результаты, сходные с результатами, полученными на Nunc TopYield. 
Форма кривых ПЦР при использовании этих планшетов была близка 
к идеальной сигмоиде, благодаря чему нет выпадения отдельных 
лунок эксперимента. Также специально для иПЦР разработаны поли-
кар бонатные планшеты с повышенной сорбцией Robostrips (Robo-
screen®), имеющие форму стандартных 0,2 мл стрипов для ПЦР, 
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что обеспечивает их плотное прилегание к лункам амплификатора 
и равно мерное распределение тепла [21], они лишены недостатков 
стри пов TopYield, но в них может быть затруднительно проводить 
промывки автоматическими вошерами.
 Ряд авторов предлагают ферментативное или термическое 
отщеп ление ДНК от антитела и последующий перенос части смеси 
в пробирки для ПЦР [9, 35] или же проведение нескольких циклов 
ПЦР в стрипах TopYield с последующим переносом части смеси в 
план шеты для кПЦР [21].
 Альтернативным способом сенсибилизации антител является 
исполь зование различных микрочастиц (подробно описано ниже в 
раз деле «Использование наноструктур в иПЦР»).

СПОСОБЫ КОНЪЮГИРОВАНИЯ АНТИТЕЛА И ДНК-МЕТКИ
Принципиальное отличие иПЦР от ИФА состоит в использовании 
ампли фикации ДНК как способа количественного определения 
аналита; для этого необходимо синтезировать конъюгат антитела с 
ДНК-меткой (рис. 2).
 В оригинальном формате иПЦР [1] химера стрептавидин-белок 
А обеспечивала два сайта связывания: стрептавидин связывался с 
био тинилированной ДНК, а белок А связывал Fc-фрагмент имму но-
глоб улина G (IgG). Такой линкер имеет ряд недостатков. Во-первых, 
применение этой методики ограничено исключительно прямым 
фор матом иммуноанализа [5]. Во-вторых, аффинность белка А 
сильно различается в зависимости от класса/подкласса и видовой 
принад лежности антител, что снижает универсальность метода 
[36]. В других ранних работах по иПЦР [37] в качестве линкера 
исполь зовали авидин – тетрамерный белок, обладающий высокой 
аффин ностью и специфичностью к биотину. Из-за тетрамерной 
структуры авидин может образовывать различные конъюгаты, что 
отра жается в снижении чувствительности и воспроизводимости 
резуль татов. В отличие от авидина, у стрептавидина отсутствует 
угле водный фрагмент и низкая изоэлектрическая точка (pI=5, тогда 
как у авидина pI =10), что в конечном итоге приводит к уменьшению 
неспе цифического связывания [38].

Конъюгаты на основе взаимодействия биотин–стрептавидин
Чжоу с коллегами [6] предложили способ конъюгации антитела и ДНК 
in situ (рис. 2А). Его суть состоит в последовательном добавлении в 
пробирку бДА, стрептавидина и биотинилированной ДНК. Подобный 
комплекс может быть использован в любом формате иПЦР: прямом, 
непрямом или «сэндвич», в связи с чем он получил название 
«уни вер  сальный иПЦР» [39]. Несмотря на все положительные 
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Рис. 2. Способы конъюгации антитела и ДНК-метки. 
 А – связывание биотинилированного антитела и биотинилированного 
олигонук леотида посредством стрептавидина.
 Б – ковалентное конъюгирование, основанное на использовании гетероби-
функционального линкера, который реагирует с разными функциональными 
группами ДНК (с введенной искусственно реакционной группой, такой как SH-, 
NH2- и др.) и антитела.
 В – надмолекулярный комплекс биотинилированного антитела и бисбиотини-
лированной ДНК-метки.
 Д – фаговый дисплей – на поверхности рекомбинантного бактериофага М13 
экспо нируется фрагмент антитела, в роли сигнальной ДНК выступает ДНК фага.
 Е – биобаркодинг (biobarcode assay) – магнитные частицы несут на себе СА, 
а золотые – ДА и ДНК-метку. 
 Ж – метод «лигирования сближенных проб» – после связывания ЛСП-зондов 
с соседними эпитопами, молекулы ДНК находятся в непосредственной близости 
друг от друга и под действием лигазы, соединяющей два олигонуклеотида, 
обра зуют новую нить ДНК, которая может амплифицироваться.
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свойства, использование стрептавидин-биотинового конъюгата не 
лишено недостатков: требуется большое количество длительных 
промы вок, необходимых для предотвращения неспецифического 
связы вания, что увеличивает время проведения реакции; трудно 
подбирать оптимальное стехиометрическое соотношение реагентов. 
Для обеспечения полного связывания система на каждой стадии 
инкубации должна достичь термодинамического равновесия, что 
требует подбора оптимального времени проведения каждого этапа. В 
боль шинстве протоколов иПЦР время инкубации ограничено 1 часом. 
За это время гетерогенная система может не достигнуть состояния 
рав но весия, в результате чего снижается количество комплексов и 
интен сивность сигнала [40].
 Надо отметить, что при использовании стрептавидин-биотинили-
рованного конъюгата преимущественно предлагается исполь зо вать 
олигонуклеотид, биотинилированный с одного конца. Кристоф 
Нимейер[28] впервые описал надмолекулярные комп лексы, фор ми-
руемые из биотинилированных с двух концов фрагмен тов двух це-
по чечной ДНК, стрептавидина и антител (рис. 2В). Исполь зо вание 
подобных надмолекулярных комплексов позволяет усилить специ-
фи ческий сигнал за счет того, что на одну молекулу ДА приходятся 
десятки, а то и сотни молекул ДНК-метки; кроме этого важно, что 
такая система универсальна. Нами была усовершенствована методика 
получения комплексов на основе относительно коротких (60–70 
н.) одноцепочечных олигонуклеотидов, биотинилированных с 5'- и 
3'- концов и стрептавидина [32, 34]. Для снижения уровня неспеци-
фи ческого сигнала при применении стрептавидин-биотиновых 
комп лексов можно уменьшить количество этапов, если использовать 
предва рительно синтезированные и очищенные конъюгаты биотини-
ли рованного антитела/ДНК или меченного стрептавидином антитела/
ДНК. Помимо прочего, подготовка комплекса антитело-стрептавидин 
занимает меньше времени, чем биотинилирование антитела [41].

Ковалентные конъюгаты
Еще одним эффективным способом конъюгации является кова лент-
ное связывание ДА и ДНК (рис. 2Б). Обычно используется гетеро би-
функ циональный сшивающий агент, содержащий две реакционные 
группы, которые реагируют с разными субстратами: ДНК (с введен-
ной искусственно реакционной группой, такой как SH-, NH2- и др.) и 
аминогруппой антитела, связывая их между собой. Распространена 
схема ковалентной конъюгации ДНК и антитела с использова нием 
N-сукцинимидил 4-(малеидометил) циклогексанкарбоксилата 
(SMCC) в качестве связывающего линкера (рис. 3). В этом случае 
может быть исполь зована ДНК-метка, несущая тиоловую группу 
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и NH2-группы молекулы антитела [42], или SH-группа антител и 
амино группа ДНК [43–46]. Как один из вариантов данной реакции, 
Вейс сле дер с соавт. предложили применение фотоотщепляемого би-
функ цио нального агента, что имеет преимущество для определе ния 
кле точ ных белков в единичных живых клетках, так как зачастую 
усло вия поведения амплификации ДНК несовместимы с клеточной 
средой [47]. 
 К сожалению, в литературе приведено мало сведений о выходе 
целевого конъюгата, процедуре очистки, в том числе от побочных 
про дук тов реакции: димера олигонуклеотида при использовании 
тио ли рованного олигонуклеотида, а также агрегатов восстановлен-
ных молекул антител с образованием дисульфидных мостиков. Для 
очистки предлагается использовать метод гель-фильтрации под высо-
ким давлением [7], позволяющий отделить целевой конъюгат от непро-
реагировавших антител или олигонуклеотида, но очистить конъюгат 
от побочных продуктов реакции таким способом невозможно. В 
статье Хашимото с соавт. [48] описана коньюгация антитела с ДНК 
пос ред ством гидразона через бензальдегид-модифицированный 
5'-конец ДНК.
 Описана функционализация антитела посредством введения 
генетически кодируемой неприродной аминокислоты (п-ацетилфе-
нил аланина или п-азидофенилаланина) в рекомбинантное антитело 
[49]. Олигонуклеотид, несущий тиольную группу модифицируют 
аминоокси-малеимидным линкером, конъюгация осуществляется 
по аминоокси- группе олигонуклеотида и модифицированной ами-
нокислоте.
 Многообещающим методом получения конъюгатов является 
ряд методов, известных под названием «клик» («click chemistry»), 
таких как реакция азид-алкинового циклоприсоединения, реакция 
[4+2]-циклоприсоединения диенофилов и сопряжённых диенов 
(реакция Дильса-Альдерса с обратными электронными требова ниями) 
и др. [50]. По опыту авторов использование реакции азид-алкино вого 
присоединения с применением в качестве катализатора одновалент-
ной меди может приводить к преципитации антитела, более перспек-
тивно использование реакции промотируемой напряженностью 
цикло октинового цикла или реакции [4+2]-циклоприсоединения 
диенофилов и сопряжённых диенов («безмедный клик») [51]. В статье 
[51] описано получение конъюгата антитело-ДНК с использованием 
нескольких модифицирующих агентов. По аминогруппе антитела 
через сукцинимидный эфир вводится тетразин; в азидированный 
олиго нуклетид посредством реакции циклоприсоединения азидов 
и алкинов вводится транс-циклооктен, далее в фосфатном буфере 
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про во дится конъюгация по типу реакции [4+2]-циклоприсоединения 
диено филов и сопряжённых диенов.
 Так же как и стрептавидин-биотиновые, ковалентные конъюгаты 
подходят для всех форматов иПЦР. Предварительная подготовка 
конъюгатов ДНК-антитело упрощает проведение реакции, при этом 
отпадает необходимость в ряде инкубационных этапов и снижается 
степень неспецифического связывания реагентов [38]. В настоящее 
время стали коммерчески доступны готовые к использованию кова-
лентные конъюгаты (Imperacer®, Chimera Biotec) или наборы для 
их изготовления (Thunder-Link®, Innova Biosciences; Imperacer®, 
Chimera Biotec). Компания Chimera Biotec представляет конъюгаты 
анти тело–ДНК, имеющие разнообразную специфичность. Например, 
антибиотиновый конъюгат, который может использоваться как 
третичное антитело, специфичное в отношении биотинилированного 
ДА [52, 53], или антидигоксигениновый конъюгат [13]. Помимо этого 
Chimera Biotec изготавливает на заказ конъюгаты с необходимой 
заказ чику специфичностью: антиротавирусные [54], против тау-
белка [55] и др. Таким образом, исследователи освобождаются от 
дли тельной и трудоемкой подготовки комплекса антитело-ДНК, а 
в случае с готовыми конъюгатами отпадает необходимость в опти-
мизации его синтеза и очистке. Использование ковалентных конъюга-
тов позволяет еще больше снизить время анализа (даже по срав нению 
с «собранными» заранее биотин-стрептавидиновыми комплексами).
 Отдельно следует описать метод ЛСП (рис. 2Ж), технологию, 
исполь зующую «двойное узнавание целевой молекулы» для детекции 
бел ков, белок-белковых взаимодействий и посттрансляционных моди-
фикаций [56]. Два антитела, специфичные к разным эпитопам одного 
антигена и меченные различными ДНК-метками, называются ЛСП-
зондами. После связывания зондов с соседними эпитопами молекулы 
ДНК находятся в непосредственной близости друг от друга и могут 
гибри дизироваться. При добавлении лигазы происходит сшивка 
разрыва между двумя цепями и вновь образованная нить ДНК может 
быть амплифицирована с праймерами, подобранными на исходно 
отдель ные цепи. Данный метод обладает высокой чувствительностью 
за счет того, что уровень фонового сигнала предельно низок, так как 
вероят ность случайной встречи и лигирования двух молекул ДНК, 
при данных условиях, чрезвычайно низка [25, 57, 58].
 Помимо взаимодействия антиген-антитело, при приготовлении 
конъюгатов для иПЦР используют специфичные взаимодействия 
других объектов, например, такие как ганглиозид GM1-холерный 
токсин и Tus-Ter взаимодействие. Белок Tus – терминатор репликации 
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прокариот – стабильно связывает специфичные последовательности 
ДНК Ter. В работе Шаффер и соавт. [59, 60] применяли комплекс 
Tus-Ter в детекции антител. Для этого они объединяли конструкцию 
Tus-Ter с такими иммуноглобулинсвязывающими белками, как стреп-
то кокковый протеин G и стафилококковый протеин A [60], или анти-
ви довыми антителами [59]. Протокол Tus-Ter-lock иПЦР включает 
мини мальное число промывок, что дает ему преимущество перед 
«универ сальной иПЦР» с стрептавидин-биотиновыми конъюгатами. 
Также, по мнению авторов, ковалентное связывание антитела и ДНК-
метки технически более сложная задача, а, следовательно, не может 
быть легко адаптирована для применения в диагностических лабо-
рат ориях, в отличие от комплекса Tus-Ter.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НАНОСТРУКТУР В иПЦР

Способы проведения иПЦР не ограничиваются простой комбинацией 
ИФА и ПЦР. В последние годы в дизайн иПЦР активно внедряются 
нанотехнологии, в частности, использование магнитных и золотых 
наночастиц, липосом, вирусных частиц.
 Магнитные или золотые наночастицы используют для представ ле-
ния СА или ДА совместно с ДНК-меткой. Возможность применения 
магнитных наночастиц, покрытых полистиролом, в качестве носителя 
СА в своих работах показали Барлетта [10] и Ли [61]. Такая моди-
фи кация метода иПЦР используется для снижения эффекта влияния 
других компонентов пробы (эффект «матрикса»): после короткого 
периода инкубации антигена и ДА с магнитными частицами, несущей 
СА, не связавшиеся компоненты удаляют, а магнитные частицы ресус-
пендируют и подвергают дальнейшим манипуляциям. Ряд других 
авто ров осуществляли эксперименты на основе золотых магнитных 
частиц, функция которых была аналогична наночастицам, покрытым 
поли стиролом [43, 62].
 Описано использование бифункциональных наночастиц, золотых 
или магнитных, покрытых ДА и ДНК-меткой (рис. 2Г). По данным 
Ники тиной с соавт. [63], в изучаемой ими системе нет негативного 
влия ния на афинность антитела, в отличие от ковалентного связыва ния 
ДНК и антитела. Преимуществом метода также является возможность 
связывания с частицами нескольких антител, специфичных к разным 
эпитопам [64]. Если сравнивать конъюгат на основе наночастиц с 
другими конъюгатами, то для производства бифункциональных час тиц 
требуется больше времени, чем для подготовки биотинилированных 
антител, но прямое конъюгирование антител и ДНК-метки в зна-
чи тель ной мере сложнее [31]. Несомненно, на поверхности час тиц 
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помещается большее количество ДНК-меток [11], чем при непос-
ред ственном связывании с антителом, что отражается в усиле нии 
сигнала в иПЦР при использовании наночастиц [65].
 В технологии биобаркодинга (biobarcode assay) используются одно-
временно магнитные микрочастицы и золотые наночастицы (рис. 2Е). 
Магнитные частицы покрывают СА, а золотые – ДА и ДНК-меткой. 
Анализ проводится в формате «сэндвич», образующиеся при этом 
иммунокомплексы подвергают магнитной сепарации, после чего от 
золотых наночастиц отщепляют ДНК-метку для дальнейшего ана лиза. 
Оригинальный формат биобаркодинга, разработанный Мир киным 
с соавт. [66, 67], предусматривал сканометрический метод анализа. 
Отщепленную ДНК осаждают на стеклянных чипах, покрытых 
олигонуклеотидом, комплементарным половине ДНК-метки. После 
вносят золотые наночастицы, покрытые серебром (I) и моди фи ци-
ро ванные ДНК, комплементарной другой половине ДНК-метки. 
При наличии в исходном растворе «штрих-кода» – ДНК-метки 
она связывается с олигонуклеотидом и наночастицами; добавляют 
раст вор, восстанавливающий серебро, и регистрируют результат. В 
отличие от вышеописанного метода, в иПЦР биобаркодинге ДНК-
метка детектируется при помощи кПЦР [67–70]. Биобаркодинг 
пред ставляет собой многообещающий метод также благодаря воз-
мож ности мультиплексного анализа, т.е. одновременного опре деле-
ния нескольких аналитов в одном образце, поскольку нано частицы, 
покрытые отдельными ДА, могут быть «закодированы» олиго нук-
лео тидами с уникальной последовательностью.
 Мэйсон с соавторами [71] описали необычный формат иПЦР, 
в котором как детектирующий агент использовали липосому с 
заклю ченными внутрь липидного бислоя молекулами ДНК и 
встроен ным рецептором моносиалоганглиозида GM. Ганглиозид 
высо ко специфично взаимодействует с холерным токсином, а также 
является сайтом связывания для некоторых других соединений. После 
связы вания такой конструкции с антигеном липосому подвергали 
лизису и детектировали высвобождающуюся ДНК-метку. Согласно 
авто рам статьи, детектирующая структура на основе липосомы имеет 
преимущества перед стандартной иПЦР. Во-первых, каждая липо-
сома вмещает до 60 молекул ДНК, что увеличивает чувствительность 
метода. Во-вторых, при добавлении ДНКазы непосредственно перед 
лизисом липосом можно снизить контаминацию лунок планшета, так 
как фермент не проникает через липидный бислой.
 В качестве носителя ДА и ДНК-метки применяют также вирусные 
частицы: опосредованная фаговым дисплеем иПЦР впервые была 
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описана Чжаном и соавт. [72] в 2006 году (рис. 2Д). Эта методика 
объединяет преимущества иПЦР и фагового дисплея. На поверхности 
реком бинантного бактериофага М13 экспонируется фрагмент анти-
тела [73, 74] или белок, специфично взаимодействующий с опре де-
ляемым агентом [75], а в роли ДНК-метки выступает фаговая ДНК. 
Исполь зование фаговых частиц в иПЦР избавляет от сложной и дли-
тель ной подготовки конъюгата антитело-ДНК в стандартной иПЦР.

БЛОКИРОВКА ВАКАНТНЫХ САЙТОВ СОРБЦИИ

Одним из способов решения проблемы неспецифического связыва-
ния компонентов и снижения фонового сигнала является выбор 
под ходящего блокирующего реагента для покрытия поверхности 
планшета и добавления в буферные растворы. Приемлемый для 
конкретного исследования блокирующий агент подбирается в про-
цессе оптимизации методики иПЦР. Широкое распространение полу-
чили такие соединения, как бычий сывороточный альбумин [14, 31, 
67], казеин [75–77], обезжиренное молоко [9, 11, 78], ДНК из молок 
лосося [54] или тимуса телят [78] и нормальная козья сыворотка [79]. 
Материал для забивки также добавляют на стадии инкубации с ДА 
или сыворотками [35, 78].

ДЕТЕКЦИЯ И АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ

В иПЦР существует два подхода при амплификации сигнальной 
ДНК. Первый – осуществление всего процесса в одной пробирке. 
Такая методика требует тщательного подбора материала планшета, 
поскольку он должен эффективно связывать антитело или антиген, а 
также быть термостабильным и подходить для проведения ПЦР [80]. 
Другой подход заключается в отщеплении ДНК-метки от иммунного 
комплекса и перенос ее в пробирку для ПЦР. Основными способами 
отщепления сигнальной ДНК являются включение сайта рестрикции 
в ДНК-метку или нагрев до 95–100 °C, при котором комплекс анти-
тело–ДНК денатурирует и ДНК-метка высвобождается [81, 82].
 Представляет интерес и обнаруженное Хэ с коллегами [41, 80] 
1000-кратное снижение чувствительности иПЦР при осуществлении 
ее в одной пробирке по сравнению с иПЦР, проведенной с отщепляе-
мой ДНК-меткой. Авторы предполагают, что причиной тому служить 
негативное влияние компонентов ИФА на проведение амплификации.
 На сегодняшний день существует два наиболее распространенных 
варианта оценки результата иПЦР: электрофорез в агарозном геле и 
кПЦР. С увеличением числа образцов гель-электрофорез становится 
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громоздким и длительным. Кроме того, он является источником 
конта минации рабочей зоны продуктами ПЦР, что может привести 
к ложно положительным результатам. Часто недостаточно простой 
иденти фикации наличия или отсутствия аналита в пробе необходимо 
коли чественное определение содержания связавшейся ДНК-метки, 
уровень которой коррелирует с количеством исследуемого аналита. В 
кПЦР в реакционную смесь добавляется интеркалирующий флуорес-
центный краситель или «гидролизуемый» зонд (известный как 
TaqMan®). Зонд несет флуорофор и тушитель флуоресценции, в ходе 
ПЦР он отжигается на ДНК-метку и в процессе реакции разрушается 
Taq-полимерзой, в результате чего флуорофор и тушитель разде ляются. 
В ходе кПЦР происходит измерение уровня флуоресценции каждый 
цикл реакции. Номер цикла, на котором уровень флуоресценции 
превы шает базовый, обратно пропорционален количеству ДНК-метки 
в лунке. Следовательно, можно использовать кПЦР для точного коли-
чественного анализа исходной матрицы. Данный подход умень шает 
количество манипуляций, проводимых с образцом, время прове-
де ния анализа и минимизирует риск контаминации, особенно при 
осуществлении всех этапов исследования в одной пробирке, что 
делает кПЦР главным методом для анализа результатов иПЦР.
 Для обработки и представления результатов после заверше-
ния кПЦР вычисляют величину порогового цикла (Cq) – первый 
цикл ПЦР, на котором уровень флуоресценции от расщепленного 
зонда начинает превышать базовый порог флуоресценции (эти рас-
четы прово дятся в программе, поставляемой с амплификатором). 
Для нагляд ного представления результатов можно использовать 
сле дую щую схему [18]. Для всех проб из общего числа циклов 
ампли фи кации вычитают значения пороговых циклов, затем по 
этим вели чинам рассчитывают средние значения и стандарт ные 
откло н ения. Рассчитывают граничное значение (ГЗ) по формуле  
ГЗ = [среднее(40–Cq)без аналита + 3*Стандартное отклонение (40 – 
– Cp)без аналита] и нормированные значения (∆Cq) по формуле ∆Cq(обр) = 
= [(Среднее(40–Cq)(обр) – ГЗ]. Пробы с нормированным значением 
меньше или равным нулю считаются отрицательными, а со значением 
больше нуля положительными. В различных экспериментах можно 
срав нивать только нормированные значения [18]. Для установления 
коли чества искомого вещества в образце строят стандартную кривую, 
исполь зуя регрессионный анализ значений Ct от log значения извест-
ных концентраций аналита.
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III. ПРИМЕНЕНИЕ иПЦР  
ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ РАЗЛИЧНЫХ АНАЛИТОВ

Очевидно, что иПЦР, обладающая чувствительностью ПЦР и гиб-
костью ИФА, может быть использована для определения самого 
широ кого спектра аналитов: от вирусных и бактериальных антигенов 
до лекарственных средств и токсинов небелковой природы. В таблице 
суммированы краткие данные об анализируемых объектах, чувстви-
тельности метода иПЦР, в том числе в сравнении с ИФА, формате 
иммуноанализа и типе используемого конъюгата. В данном разделе 
будут рассмотрены некоторые сложности, связанные со специ-
фич ностью структуры и/или выделения определенных объектов, и 
способы их преодоления; проведено сравнение обнаружения одного 
ана лита с помощью различных методик иПЦР. Остановимся на неко-
то рых наиболее характерных и интересных примерах для каждой из 
групп анали тов, определяемых методом иПЦР.
 Вирусные белки являются одной из самых распространённых 
«мишеней» для иПЦР, так как, учитывая патогенез большинства 
вирусных инфекций, на ранних стадиях заболевания реплицируется 
предельно малое количество вирионов. Таким образом, высокочувст-
вительные методы играют исключительную роль в ранней диагнос-
тике вирусных заболеваний, а также в контроле за эффективностью 
противовирусной терапии. 
 Ранняя диагностика очень важна для выявления вируса иммуно-
дефицита человека (ВИЧ). В течение острой фазы ВИЧ-инфекции, 
которая длится до 1 месяца, в крови больного не определяются спе-
ци фические антитела, однако обнаруживается РНК вируса, из чего 
следует, что основным способом диагностики ВИЧ в продро маль ном 
периоде является ПЦР с обратной транскрипцией. Наиболее выдаю-
щиеся результаты удалось получить при помощи иПЦР Барлетте 
с соавторами [10]: предел обнаружения антигена р24, компонента 
капсида ВИЧ-1 в этом исследовании составил всего 10–100 молекул 
на реакцию, что соответствует менее чем 1 вириону (один вирион 
ВИЧ-1 содержит примерно 1200–3000 молекул белка р24). Для срав-
не ния, предел обнаружения ВИЧ в ПЦР – около половины вириона 
(геном ВИЧ-1 состоит из двух молекул РНК), фактически же предел 
обна ружения в ПЦР с обратной транскрипцией составляет 50 вирио-
нов/мл [83]. 
 Детекция аденовирусов в образцах кала была описана у Бонот с 
соавт. [77]. Обычно определение аденовирусов производится методом 
кПЦР. Выделение и очистка нуклеиновых кислот – необходимый и в 
то же время критический этап ПЦР, на котором может происходить 
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Таблица. Чувствительность детекции иПЦР  
для разных объектов* 

Объект
Предел обнаружения 

|M|× раз чувствительнее 
ИФА

Формат иммуно ана-
лиза/тип конъюгата

Источ-
ник 

1 2 3 4
1. Вирусные антигены
p24 антиген ВИЧ-1 10–100 p24 молекул на 

реак цию (0,33–3,3 фг/мл) 
|1,14×10–18|3000

сэндвич (первичные 
антитела были сорби-
рованы на магнит ные 
частицы) / биотини ли-
ро ванные антитела

[10]

Коровый антиген 
ви руса гепатита В 
(HBcAg)

10 нг HBcAg (108 БОЕ)/мл) 
|4,8×10–10|10000

Прямой / фаговый дис-
плей

[75]

Белок нуклеокапсида 
вируса Хантаан

10 фг/мл |2×10–16|108 сэндвич/бифункцио-
наль ные наночастицы

[11]

Аденовирусы 
HAdV-2 и HAdV-41

Для HAdV-2 – 50 копий 
генома на реакцию| – | 200

прямой/биотинили ро-
ванные антитела

[77]

Для HAdV-41 – 90 копий 
генома на реакцию| – | 200

Инактивированные 
ротавирусные час ти-
цы – антиген VP6

100 вирусных частиц/
мл| – |1000

сэндвич/ковалентный [54]

Вирус птичьего 
гриппа H5N1

1/10000 от дозы 50%-ной 
инфекционности для кури-
ных эмбрионов/мл| – | 1000

прямой/ковалентный [96]

Капсидный белок 
но ровируса (ре ком-
би нантные виру со-
по добные час тицы 
Норуолк – rNVLPs)

100 rNVLPs/лунка (10 фг) 
| – | 1000

непрямой сэндвич/био-
тинилированные анти-
тела (линкер – авидин)

[12]

Норовирусы 
(rNVLPs)

105 rNVLPs/мл | – | 1000 сэндвич/биотини лиро-
ванные антитела

[86]

Поверхностный белок 
респираторно-син ци-
тиального вируса

4,1 БОЕ/мл | – | 1000 сэндвич/биобаркодинг [67]

Вирус ящура типа О 10 фг/мл | – | 107 прямой/бифункцио наль-
ные наночастицы

[64]

Капсидный белок 
VP7 вируса синего 
языка овец

0,1 фг/мл |2,78×10–17|107 сэндвич/биобаркодинг [68]

             Продолжение табл. см. на сл. стр.

 * Для удобства сравнения, чувствительность приведена в двух единицах изме ре ния, 
сна чала как она дана в исходной статье, а затем в пересчете в моль/л (для тех слу чаев, 
когда детектировали отдельные молекулы, а не целые клетки или вирионов).
 «–» – чувст вительность авторами статьи не определялась или ее невозможно рас счи-

тать, «?» – нет прямого сравнения ИФА и иПЦР.
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Продолжение табл.
1 2 3 4

2. Опухолеассоциированные антигены и факторы роста
MG7-антиген 10 молекул антигена на 

клетках MKN45 | – | 1000
непрямой/биотинили-
ро ванные антитела

[97]

Эпидер мальнопо-
добный фак тор роста 
домен 7 (EGFL7) и 
фак тор роста эндо те-
лия сосу дов (VEGF)

EGFL7 – 0,51 пM (14 пг/ 
мл) | – | 16

сэндвич/ковалентный [46]

VEGF – 0,0033 пM (0,125 
пг/мл) | – | 8

3.Белковые факторы, ассоциированные с болезнями
Бета-амилоид 0,03 фемтомоль/лунка 

| – | 3
сэндвич/ковалентный [48]

Тау-белок, фосфори-
лированная τ-версия

2 пг/мл | 3,6×10–14 | ? непрямой сэндвич/
кова лентный

[13]

Изоформы тау-белка 
3R и 4R

10 пг/мл | 1,8×10–13 |? сэндвич/ковалентный [55]

Тау-белок 5 пг/мл | 9×10–14 |30 сэндвич/бифункцио-
нальные наночастицы

[98]

Интерлейкин-3 (ИЛ-3) 
и фактор ство ло вых 
клеток (SCF)

ИЛ-3 – 0,01 нг/мл  
|5,8×10–15| 100

сэндвич/
биотинилированные 
антитела, 
бифункциональные 
наночастицы

[31]

SCF – 0,01 нг/мл  
| 5,4×10–15 | 100

Нормальная форма 
прионного белка, 
нейронспецифическая 
энолаза, глиальный 
фибриллярный 
кислый белок

| – | Относительная чувст-
вительность иПЦР выше 
в 100 раз

непрямой/
биотинилированные 
антитела

[9]

Прионы скрейпи 1 фг/мл | 2×10–14 | 106 сэндвич/
биотинилированные 
антитела

[99]

Прионы скрейпи 2,32×102 эпитопов | – | 
1000

сэндвич/ковалентный [100]

Богатый гистидином 
белок 2 Plasmodium 
falciparum (PfHRP-2)

0,1 пг/лунка |5,7×10–13 | ? сэндвич/ковалентный [81]

Антигены Yersinia pestis – | – | ? непрямой/ковалентный [101]
4. Гормоны
Рекомбинантный 
пропептид миоста-
тина и реком би нант-
ный фоллистатин

Для пропептида 
миостатина – 2,4 пг/мл | 
8,6×10–14 | ?

сэндвич/ковалентный [102]

Для фоллистатина – 40  
пг/мл | 1,14×10–12 | ?

17 бета-эстрадиол 0,058 нг/мл | 2×10–10 | 170 сэндвич/фаговый 
дисплей

[103]

             Продолжение табл. см. на сл. стр.
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5. Токсины (в том числе и небелковой природы)
Ботулинический 
анатоксин типа A и B

Для анатоксина типа A – 
4,5 пг/реакция в натрий-
фос фатном буфере  
(9 пг/реакция в молоке)  
| 1,7×10–12 | 200; 

сэндвич/биотинилиро-
ванные антитела

[87]

Для анатоксина типа B – 
18,5 пг/реакция в PBS (37 
пг/реакция в молоке)  
| 3,7×10–12 | 50

Β-субъединица 
холер ного токсина и 
ботуло токсин типа A 

65–300 молекул/мл в 
деиони зированной воде  
| 1,3×10–16 | ?

сэндвич/липосомаль-
ный (+ вместо ДА – 
GM1 рецептор–моно-
сиалоганглиозид)

[71]

Ботулинический 
ток син А, токсин 
ткане вого шока 
золо тистого стафи-
лококка, холерный 
эндотоксин

Для ботулинического ток-
сина А – 1 пг/мл  
| 1,9×10–14 /300

сэндвич/биотинили-
ро ванные антитела 
(+ комп лекс ДНК–стреп-
та видин)

[32,33]

Для токсина тканевого 
шока золотистого 
стафилококка – 0,1 пг/мл  
| 4,2×10–15 | 2000
Для холерного эндо ток-
сина – 1 пг/мл | 10–13 | 200

Шига-токсин 2 0,1 пг/мл в PBS  
|1,4×10–15 | 10000

сэндвич/стрептавидин-
антитело

[41]

0,01 пг/мл в молоке  
| 2,56×10–13 | 100

[90]

Стафилококковый 
энтеротоксин типа H

4,5 пг/мл в формате 
сэдвич | 1,8×10–12 | 250,
в непрямом формате – 1,2 
нг/мл | 4,8×10–11 | 125

сэндвич, непрямой/
стрептавидин-антитело

[104]

Афлатоксин B1 0,15 нг/мл | 4×10–10 | ? сэндвич (+ первичные 
антитела сорбированы 
на магнитных части-
цах)/ковалентный

[45]

Афлатоксин 0,02 нг/мл | 6,4×10–11 | 4 конкурентный/фаговый 
дисплей

[73]

Охратоксин A 3,7 фг/мл| 9×10–15 | 5 конкурентный /
фаговый дисплей

[74]

Рицин 10 пг/мл в куриных яйцах 
и образцах молока  
| 1,5×10–13 | 10, 
100 пг/мл в экстрактах го-
вяжьего фарша | 1,5×10–12| 
100

сэндвич, прямой/
стрептавидин-антитело

[80]

1 пг/мл | 1,5×10–14 | 10000 сэндвич/стрептавидин-
антитело

[91]

Продолжение табл.
1 2 3 4

             Окончание табл. см. на сл. стр.



Д.Ю.Рязанцев и соавт.396

1 2 3 4
Вегетативный инсек-
тицидный белок

1 нг/мл | 1,5×10–11 |10 сэндвич/биотинилиро-
ванные антитела

[105]

Трансгенный Cry1Ab 
белок

100 пг/мл | 7,7×10–13 | 10 сэндвич/биотинилиро-
ван ные антитела

[106]

3,4,3',4'-тетра хлор би-
фе нил

1,72 пг/л | 5,9×10–15 | 30000 непрямой/бифункцио-
наль ные наночастицы

[69]

1,5 фг/мл | 5×10–15 | 100 конкурентный/биоти-
ни ли ро ванные анти тела 
(линкер – авидин)

[93]

Полихло риро ван ные 
бифе нилы – Аро хлор 
1248

2,55 пг/л | 8,7×10–15 | 10000 прямой/бифункцио-
наль ные наночастицы

[70]

Трис-(2, 3-дибром-
про пил)-изо цианурат

0,97 пг/л | 1,3×10–14 | 600 непрямой/бифункцио-
нальные наночастицы

[107]

Диэтилфталат 1,06 пг/л | 6,1×10–15 | 2000 прямой/бифункцио-
нальные наночастицы

[108]

Хлорамфеникол 0,0008 мкг/л | 2,5×10–12 | 
В 2 раза чувст витель-
нее прямого и непря мого 
ИФА, в 10 раз чувст ви-
тель нее коммер ческого 
набора для ИФА.

конкурентный/бифунк-
циональные нано час-
тицы

[17]

6. Лекарственные средства
Авискумин 100 пг/мл | 1,75×10–12 | 

1000–10000
сэндвич/ковалентный [30]

7. Антитела
IgE, специфичные для 
аллергенов 5 груп-
пы Blomia tro pi calis 
и аллергенов 1 и 2 
группы Derma to pha-
goides ptero nys sinus

187,5 пг/мл | 9,8×10–13 | 100 сэндвич/биотинилиро-
ванные антитела

[78]

IgG, специфичные 
для паротита

– непрямой/ковалентный [35]

Тропомиозин-
специфичные IgE

1,2 пM | – | ? сэндвич/Tus–Ter–lock [59]

IgG человека 33 нг/мл | 2×10–13 | 30 Tus–Ter–lock (химе ры 
[Tus и IgG-связы ваю щий 
белок G] или [Tus + хи-
мера IgG-связы ваю щих 
бел ков G и L – LG])

[60]

Антилекарственные 
антитела (анти рецеп-
тор- IgG1 слитый 
белок антитела)

40 пг/мл | – | 1500 сэндвич/ковалентный [94]

IgM, специфичные 
для антигена II фазы 
Coxiella burnetii

– / ? непрямой/ковалентный [48]

Окончание табл.
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потеря аналита. К тому же в образцах кала присутствуют ингибиторы 
Taq-полимеразы, что затрудняет диагностику и приводит к ложноот-
ри цательным результатам. Для проведения иПЦР нет необходимости 
выделять ДНК, а ингибиторы удаляются в результате большого 
количества промывок. При сравнении кПЦР с иПЦР частота выяв-
ле ния аденовирусов в образцах кала возросла с 9,5 до 59%.
 Ротавирусы являются причиной тяжёлой диареи у детей, для зара-
жения достаточно 10 вирусных частиц [84]. Адлер с соавт. [50] пред-
ло жили иПЦР в качестве метода диагностики ротавирусной инфек ции 
в образцах кала. Несмотря на описанные выше преимущества иПЦР 
перед кПЦР при анализе кала, чувствительность иПЦР, описан ная 
Адлером [50], оказалась аналогичной пределу обнаружения рота-
вирусных частиц в ОТ-ПЦР, описанной ранее [85], – 100 вирусных 
частиц/мл (вероятно, отсутствие повышения чувствительности 
явля ется следствием использования разных образцов для анализа: в 
случае иПЦР – образцы кала, ОТ-ПЦР – пробы воды).
 Норовирусы – возбудители спорадических и эпидемических желу-
дочно-кишечных заболеваний. Род Норовирусы включает множество 
штаммов, что затрудняет подбор праймеров для ПЦР, осложняя 
диаг ностику заболевания. В свою очередь, ИФА не обеспечивает 
доста точной чувствительности их детекции. В 2006 году Тиан 
и Мандрелл [12] сообщили о применении иПЦР в обнаружении 
норо вирусов в образцах кала и пищевых продуктов на примере 
норовирусных вирусоподобных частиц. С помощью количественной 
иПЦР возможно определить 100 очищенных вирусоподобных частиц. 
При детекции норовирусов в образцах кала чувствительность иПЦР 
оказалась в 10 раз выше, чем в ПЦР. Мацушита с соавторами [86] в 
2013 году также на примере норовирусных вирусоподобных частиц 
исполь зовали иПЦР для определения норовирусов в образцах воды.
 Определение белков и пептидов, играющих главную роль в 
пато ге незе некоторых заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера, 
прионные болезни и др., также требует высокочувствительного метода 
анализа для точной и ранней постановки диагноза. Несмотря на не 
до конца выясненный патогенез болезни Альцгеймера, роль триггера 
отводится агрегации бета-амилоида и гиперфосфорилированию тау-
белка [13, 47]. Низкая концентрация тау-белка в цереброспинальной 
жидкости (100–2000 пг/мл) ограничивает возможность использования 
ИФА для диагностики болезни Альцгеймера. Предложенный Сингер 
с соавт. [13] вариант иПЦР позволяет определять 2 пг/мл тау-белка в 
лик воре, используя непрямой «сэндвич» формат.
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 В отличие от вирусных и бактериальных заболеваний, диагности-
ровать которые при помощи ПЦР можно благодаря присутствию 
возбудителя в биологических образцах и возможности выделения 
из них ДНК/РНК, наличие токсинов и их уровень напрямую не 
корре лирует с присутствием возбудителя, что делает метод иПЦР 
уникаль ным для высокочувствительного определения токсинов в 
иссле дуемом образце. Описаны подходы иПЦР для диагностики 
бакте риальных, растительных и микотоксинов, в основном в образцах 
пищевых продуктов, что важно для мониторинга их качества с целью 
предотвра щения отравлений.
 Ботулотоксин – сильнейший из органических токсинов, выраба ты-
вается анаэробной бактерией Clostridium botulinum. Ботулотоксин типа 
A детектировали Мэйсон и соавторы [71] при помощи разработанного 
ими метода липосомальной иПЦР: ДНК-метки инкапсулировали 
внутрь липидного бислоя липосомы, в который был встроен рецеп-
тор моносиалоганглиозида GM1. Потенциально использование 
ганглиозидного рецептора возможно при определении не только 
токсинов ботулизма и холеры, но и коклюша, столбняка, рицина, 
шига-токсина и термолабильного энтеротоксина. Авторы заявляют 
уровень детекции ботулотоксина в деионизированной воде 12 ± 4 
молекул или 0,02 фг/мл. Нижний предел определяемой концентрации 
зависит от аффинности СА и рецептора ганглиозида к биотоксину. За 
связывание с антигенной детерминантой с ганглиозидом не должны 
конкурировать СА. Именно поэтому поликлональные АТ более 
эффективны в качестве СА, в отличие от моноклональных, конку-
ри рующих с ганглиозидным рецептором (по неопубликованным 
данным, упомянутым в статье [71] для рицина).
 Применение иПЦР в определении ботулинического нейротоксина 
было исследовано в работе Андрейа с соавт. [87]. В качестве модели 
для эксперимента использовали ботулинические анатоксины типа 
A и B. Чувствительность, определенная для анатоксина А в нат-
рий-фос фатном буфере (PBS), составила 90 пг/мл. В данном случае 
срав нительно низкую чувствительность авторы объясняют исполь-
зованием анатоксина. Однако эти показатели находятся в диапазоне 
стандартного метода обнаружения и идентификации ботулинических 
нейротоксинов – внутрибрюшинных инъекций в организм мышей с 
пределом обнаружения в 10 пг для ботулотоксина типа А [88, 89]. 
Исследование ботулинического токсина типа А в полужирном молоке 
показало предел обнаружения 3,75 пг/мл, что в 20 раз ниже, чем в 
реак ции с анатоксином. Ботулинический анатоксин типа В определяли 
в концентрации 370 пг/мл в PBS и 750 пг/мл в полужирном молоке.
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 Наиболее распространенной причиной пищевой токсикоинфек ции 
у людей является группа шига-токсинов, продуцируемых Escherichia 
coli. Шига-токсин типа 2 считается главной причиной гемолитико-
уремического синдрома и других изменений, вызываемых в организме 
шига-токсинами. Описанный Хе с соавт. [90] метод иПЦР обладает 
чувствительностью 0,1 пг/мл при определении токсина в PBS и 0,01 
пг/мл для образцов молока. По-видимому, разница в чувствительности 
объясняется использованием в первом случае коммерческих антител, 
а во втором – полученных авторами и более тщательно отобранных 
моно клональных антител.
 Хе с соавт. [80] определяли в образцах куриных яиц, молока и 
говяжьего фарша рицин – чрезвычайно токсичный белок раститель-
ного происхождения, содержащийся в клещевине. Эксперимент 
пока зал, что чувствительность формата «сэндвич» выше, чем прямой 
иПЦР, также наилучший результат был достигнут при использовании 
поликлональных антител как в качестве СА, так и ДА, что, возможно, 
снижало кросс-реактивность и неспецифическое взаимодействие 
между парами различных антител. В другой работе содержание 
рицина детектировали в образцах сыворотки и фекалий мышей [91], 
используя, как описано выше, поликлональные антитела для связы-
вания и детекции рицина. Схожие методики анализа показали сопос-
та вимые результаты предела обнаружения: 10-100 пг/мл в образцах 
яиц, молока, фарша против 1 пг/мл в сыворотке и фекалиях мышей.
 Ниже приведены работы, описывающие детекцию методом иПЦР 
не только белковых токсинов, но и токсинов небелковой природы, а 
также органических соединений, являющихся опасными загряз ни-
те лями окружающей среды.
 Афлатоксин – канцерогенный микотоксин, продуцируемый неко-
то рыми грибами рода аспергилл (Aspergillus flavus, A. parasiticus 
и др.), попадает в пищевую цепь в результате заражения грибами 
продо вольственного зерна и кормов. Иммуномагнитная иПЦР была 
разра ботана Бабу и Муриана [45] в качестве подхода для детекции 
афлатоксина В1. Было проведено несколько вариантов реакции с 
различным порядком связывания антител и антигена с поли-/моно-
кло нальными антителами. Наилучший результат (пороговый цикл – 
33,9) показали моноклональные антитела в непрямом связывании 
(анти тела сорбируются на магнитные частицы после связывания с 
анти геном), однако и наихудший (40,1) результат также был проде-
монстрирован для моноклональных антител, но в прямом связывании 
(сначала происходит сорбция антител на магнитные частицы, после 
– взаимодействие с антигеном). Авторы предполагают, что при свя-
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зы вании моноклональных антител с протеином G теряется их анти-
ген связывающая способность из-за пространственных затруднений.
 Лей и соавт. описывают определение афлатоксина на основе 
использования технологии фагового дисплея [73]. Фаг М13 содер-
жал антиидиотипическое нано-антитело к афлатоксину и ДНК-
метку. В данном исследовании авторы столкнулись с некоторыми 
труд ностями, связанными с выделением токсина из образцов зерна 
и комбикормов. Афлатоксины выделяются из образцов посредством 
обраб отки растворами с высокой концентрацией метанола, так как 
они имеют низкую растворимость в воде, в результате снижается 
актив ность антител и, как следствие, чувствительность. Авторы 
подобрали оптимальную концентрацию метанола для эффективного 
выделения афлатоксина и поддержания высокой чувствительности. 
Допол нительно при анализе образцов кукурузы, риса, комбикорма 
мат ричный эффект устраняли добавлением 3% BSA, а образцов 
арахиса – 0,05% Tween 20.
 Полихлорированные бифенилы – группа органических соедине-
ний, входящая в список стойких органических загрязнителей, 
определен ных Стокгольмской конвенцией [92]. Они широко распро-
странены в окружающей среде и могут включаться в пищевые цепи. 
Янг с соавт. с соавт. [69] разработала методы детекции таких веществ, 
используя золотые наночастицы в качестве носителя антитела и 
ДНК-метки, где роль ДА выполняли моноклональные антитела, а 
также другой подход – конкурентную иПЦР, в которой применялись 
биоти нилированные поликлональные антитела с авидином в качестве 
линкера между сигнальной ДНК и антителом [93]. Последний экспе-
римент показал чувствительность на 3 порядка ниже.
 Другая область, в которой нашел применение метод иПЦР, – 
детекция антител. Несмотря на то, что это возможно и с исполь зо-
ванием классических иммунологических методов, в данной сфере 
есть исключения. Например, определение аллерген-специфич ных 
IgE обычно проводят методом кожных тестов, что, в свою очередь, 
не всегда возможно, или прибегают к классическим методам иммуно-
анализа. Нередки ситуации, когда кожные тесты положи тельны, а 
имму но анализ (чаще всего используется метод с использованием 
тест-полосок) отрицателен, что свидетельствует о некоторых ограни-
че ниях возможностей иммуноанализа. Как показала работа Ли с 
соавт. [78], в которой изучали IgE, специфичные для аллергенов 5 
группы Blomia tropicalis и аллергенов 1 и 2 групп Dermatophagoides 
ptero nyssinus, иПЦР является надежным методом для определения 
спе ци фичных IgE в сыворотках с пределом обнаружения 200 пг/мл.
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 Джонстон с соавт. [63, 64] предложили систему Tus-Ter-lock 
иПЦР для определения IgG человека и тропомиозин-специфичных 
IgE, которая показала чувствительность равную 1,2 пM (180 пг/мл). 
Это значение схоже с пределом обнаружения метода ImmunoCAP –
широко распространенным коммерческим тестом, обеспечивающим 
качественное и количественное определение IgE. Однако авторы 
сообщают о том, что их подход имеет возможность одновременной 
детекции нескольких аллергенов и мог бы стать более дешевой и 
простой альтернативной платформой для профилирования аллерге нов, 
чем представленные сегодня методы, основанные на использовании 
микрочипов.
 Применение терапевтических белков в лечении различных забо-
ле ваний может вызывать иммунный ответ и выработку антител, сни-
жаю щих или нивелирующих действие препарата. Таким образом, для 
безопасной и эффективной терапии необходим контроль содержания 
антител к терапевтическим белкам в клинических образцах. Джани 
с коллегами [94] сравнили три разных подхода для оценки имму-
ноген ной реакции: ИФА, метод электрохемилюминесценции (ЭХЛ) 
и иПЦР. Все эксперименты выполняли в формате «сэндвич». Роль 
ДА в ИФА выполняли моноклональные АТ, конъюгированные 
с перок сидазой хрена, детекция ферментной метки осуществля-
лась по измерению оптической плотности после добавления 
3,3',5,5'-тетраметилбензидина. В методе ЭХЛ ДА представлены 
конъюгированными с рутением IgG. Наблюдалась корреляция между 
результатами, полученными в ИФА и иПЦР. Вместе с тем, с помощью 
иПЦР были идентифицированы как положительные те образцы, 
которые в ИФА определялись как отрицательные. Чувствительность 
иПЦР в данном исследовании превысила в 1500 раз чувствительность 
ИФА и в 500 раз чувствительность ЭХЛ.

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метод иПЦР применяют уже почти 25 лет, но широкую популярность 
он приобрел у исследователей лишь с 2009 года (рис. 4), общее число 
публикаций по этому методу в мире не очень велико: около 400.
 Чувствительность метода складывается из множества факторов, 
и нам не удалось выявить значительного превышения уровня чувст-
вительности в экспериментах с ковалентными конъюгатами по 
срав не нию с биотинилированными антителами; уровень чувстви-
тель ности, по-видимому, прежде всего определяется свойствами 
анти тела. При использовании ковалентных конъюгатов антитело-
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ДНК чувствительность не поднимается выше 10–14 моль/л, вероятно, 
из-за снижения аффинности антител [63]. В практике авторов был 
случай, когда из 6 пар биотинилированных антител к стафило ко-
кковым токсинам, имеющих сходные низкие константы аффин ности 
и показывающих сходные результаты по уровню фона и чувстви тель-
ности в ИФА, в иПЦР высокий уровень чувствительности показали 
только 3 пары (неопубликованные данные).
 Большая часть работ (35%) выполнена с биотин-стрептавидино-
выми конъюгатами, в то время как наиболее впечатляющие по 
чувст вительности результаты получены при использовании бифунк-
цио нальных наночастиц и системы биобаркодинга (до 0,1 фг/мл 
или 1,14х10-18 моль/л), однако предел обнаружения в диапазоне 
10–16–10–15 моль/л наблюдается и в других способах проведения иПЦР, 
в том числе при использовании биотинилированных антител на 
наночастицах [31], липосом [71], фагового дисплея [15]. Некоторые 
исследователи отмечают небольшое превышение чувствительности 
метода по сравнению с ИФА (менее 10 раз) [46, 48, 74]. 
 Метод иПЦР обладает рядом недостатков. В основном это дли-
тель ность и сложность оптимизации метода и проведения анализа. 
Реали зация высокой потенциальной чувствительности метода 
тре бует высокого уровня экспериментальной работы. В протоколе 
экспе ри мента предусматривается около 20 промывок (в работе 
Малу [52] практиковалась 31 промывка в автоматическом вошере), 

Рис. 4. Динамика числа публикаций с момента первого описания иПЦР. 
 Отмечены даты появления основных типов конъюгатов.
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около половины которых приходится на стадию после инкубации 
с реагентом, содержащим ДНК-метку [18, 21], суммарно протокол 
может занимать от 26 часов [35] до 2 дней [18]. Представляется 
перспек тивным уменьшение времени проведения анализа за счет 
исклю чения этапа иммобили зации антигена/первичных антител (в 
зависи мости от вида иммуноанализа) на планшете. Это достигается 
путем использования магнитных частиц с ковалентно связанными 
СА или технологии биобаркодинга. Также время проведения анализа 
можно снизить за счет использования предварительно собран ных 
комплексов биотинилированной ДНК, стрептавидина и биотини ли-
ро ванного антитела или использования ковалентных конъюгатов. В 
будущем сокращение длительности анализа возможно при автома-
ти зации исследования. Сообщается, что применение одних только 
автома тических вошеров снижает разброс результатов и увеличивает 
воспроизводимость [48]. Одним из путей дальнейшего развития 
метода может являться создание роботизированной станции для 
прове дения полного цикла иПЦР. 
 Несмотря на отмеченные недостатки, преимущество иПЦР 
неос по римо: это высокая чувствительность и широкий диапазон 
опреде ляемых концентраций (несколько порядков) [10, 64, 75]. 
Важным преимуществом иПЦР перед ИФА является возможность 
обнару жения антигена в малом количестве образца (в том числе при 
его существенном разведе нии для снижения влияния «эффекта мат-
рикса»), что существенно в исследовании пищевых продуктов [80, 
95], педиатрии (где порой не представляется возможным полу чить 
достаточный объем исследуемого материала) и других областях. 
Так как для проведения реакции достаточен небольшой объем 
иссле дуемого материала, возможна подготовка большего числа 
аликвот для повторного и более точного анализа. Не менее зна-
чимо высокочувствительное мультиплексное определение веществ 
(аналита) в предельно малых концентрациях [7], в том числе в 
сис теме биобаркодинга [67–80]. Иммуно-ПЦР, сочетающая в себе 
достоинства ИФА и ПЦР, преодолевает ограничения этих методов. 
Опираясь на мощный потенциал иПЦР, мы можем предполагать 
более широкое распространение этого метода по мере дальнейшего 
усовер шенствования, оптимизации и упрощения протокола.
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