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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

БСА – бычий сывороточный альбумин 
БСЖК – белок, связывающий жирные кислоты 
ВСЛК – вирус скручивания листьев картофеля 
ГКР – гигантское комбинационное рассеяние  
Д – Д-димер 
ИФА – иммуноферментный анализ 
ИХ – иммунохроматография 
М – миоглобин 
НЧЗ – наночастицы золота 
ОФЛ – офлоксацин  
ППР – поверхностный плазмонный резонанс 
ПрО – предел обнаружения 
ПФИА – поляризационный флуоресцентный иммуноанализ 
РИА – радиоиммунный анализ 
РНФ – Российский научный фонд 
РФФИ – Российский фонд фундаментальных исследований 
СТМ – стрептомицин  
ТрI – тропонин I 
ФЦП – Федеральная целевая программа 
ХФ – хлорамфеникол  
 
CR – перекрестная реактивность (cross-reactivity) 
EMIT – фермент-усиленный иммуноанализ (enzyme-multiplied 

immunoassay technique) 
IC50 – концентрация кросс-реагента, на 50% ингибирующая связывание 

антител со стандартным антигенным препаратом  
IgG – иммуноглобулин класса G (immunoglobilin G) 
QSAR–анализ – количественный анализ взаимосвязей структура – 

активность (quantitative structure–activity relationship) 
RBD – рецептор-связывающий домен (receptor-binding domain) S-белка 

коронавируса 
 
С, СРБ – С-реактивный белок 
MВК, SВК, XВК, Y(O)ВК, Y(N)ВК – S-, M-, X-, Y(O)-, Y(N)-вирусы 

картофеля 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Выбор темы исследования 

Вариабельность антиген-связывающих сайтов антител и 

обеспечиваемое с ее помощью высокоселективное распознавание 

являются основой как защиты живых организмов in vivo, так и 

обнаружения и оценки содержания разнообразных соединений in vitro [1, 

2]. Поэтому востребовано понимание закономерностей формирования 

иммунных комплексов. Простейшие описания этих процессов как 

бимолекулярных реакций не отражают ряда особенностей: 

поливалентность иммуноглобулинов и значительной части антигенов, 

гетерогенность иммунореагентов по составу и аффинности, 

диффузионные процессы, стерические ограничения [3, 4]. Однако при 

расширении списка учитываемых факторов требуются трудоемкие 

измерения увеличивающегося числа параметров и усложняется 

выявление общих закономерностей – см. рис. 1 в качестве примера. 
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Рис. 1. Модели трех уровней сложности (рассматриваемые в них взаимодействия 
выделены прямоугольными рамками), описывающие образование комплексов между 
антителами и липосомальными антигенами (на основании [5]) 
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Поэтому необходим аргументированный выбор характеристик, 

ключевых для формирования иммунных комплексов в тех или иных 

условиях. Отметим, что для проверки предлагаемых описаний 

недостаточно сравнить теоретические и экспериментальные 

зависимости для выбранных модельных иммунореагентов. 

Закономерности должны выполняться при рассмотрении самых разных 

антигенов и антител, обеспечивать прогнозирование изменений, 

происходящих при варьировании разных параметров. 

Особый интерес представляют описания иммуноаналитических 

систем. Эти системы крайне разнообразны. Их развитие (рис. 2) 

характеризовалось появлением все более простых и экспрессных 

методов в сочетании с новыми решениями, снижающими пределы 

обнаружения (ПрО). В соответствии с этими тенденциями статус лидера 

переходил от иммунопреципитации к радиоиммунному анализу (РИА),  

а потом – к иммуноферментному анализу (ИФА) [7–9]. 
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Рис. 2. Разнообразие и эволюция иммуноаналитических методов (на основании [6]) 
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В последнее время активно развивается, расширяя области 

использования, иммунохроматография (ИХ). На сегодняшний день 

иммунохроматография наиболее успешно объединяет максимальную 

простоту и быстрое получение результатов (рис. 3). Применение тест-

полоски с предварительно нанесенными на ее мембраны реагентами 

сводится к контакту пробы и тест-полоски, инициирующему движение 

вдоль мембран реагентов и их взаимодействия, результатом которых 

становится визуально контролируемое окрашивание определенных 

участков тест-полоски [10].  

 

Качественный или количественный результат

Регистрация маркера,
связанного в пористом носителе

Вымывание
непрореагировавших
компонентовГетерогенные реакции

с иммобилизованными
иммунореагентами

Гомогенные
иммунные реакции в потоке

Вымывание
меченых иммунореагентов

Движение жидкости
под действием капиллярных сил

Контакт тест-полоски
с пробой

 

Рис. 3. Принцип иммунохроматографии и его реализация в тест-полосках 
 

Наиболее известные задачи, решаемые с помощью 

иммунохроматографии, – выявление беременности по изменению 

концентрации хориогонадотропина, для которого предлагались самые 

первые тесты [11], и контроль антител к возбудителю COVID-19, для 

которого иммунохроматография была успешно применена совсем 

недавно [12]. Этот метод крайне востребован в медико-диагностической 
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практике (рис. 4), все активнее используется в ветеринарии, 

экологическом мониторинге, при контроле продуктов питания. 

Клиники и больницы

Диагностические лаборатории

Домашние анализы

Фармацевтические и биотехнологические компании

Другие

2021 2025

6,14 млрд $

9,14 млрд $

Прогнозируемый 
годовой прирост рынка -10%

А Б  

Рис. 4. Мировой рынок (А) и основные пользователи (Б) иммунохроматографических 
тест-систем (по материалам агентств Research & Markets и Grand View Research) 

 

При создании и оценке перспектив новых 

иммунохроматографических систем важна возможность 

прогностического описания их функционирования. Поэтому необходимой 

фундаментальной основой прикладных разработок является изучение 

иммунохимических взаимодействий при проведении 

иммунохроматографии, включающих гомогенные и гетерогенные 

реакции в неравновесном проточном режиме с разной пространственной 

локализацией реагентов. 

 

Актуальность избранной темы 

Для обоснования актуальности – востребованности в данный 

момент времени – исследования, представленного в настоящей работе, 

рассмотрим развитие разработок в области иммунохроматографии. Три 

стадии этого процесса иллюстрируют библиометрические данные, 

приведенные на рис. 5. 
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Число 
публикаций

I
II

III

 

Рис. 5. Динамика индексируемых Web of Science публикаций, удовлетворяющих 
критерию Theme: (immunochromatogr* or (lateral and flow and immun*)). Сведения по 
состоянию на 30.12.2021 г. Комментарии к стадиям I–III даны в тексте 

 

Идеи процесса, названного впоследствии иммунохроматографией, 

впервые предлагаются в 1960-е годы [13], но долгое время не находят 

развития. В 1980-е годы в ходе разработки технологии тестов для 

внелабораторного выявления беременности формируются и 

патентуются основные решения по конструкции тест-полосок и их 

компонентам [14–16], заложившие основу массового производства. 

Постепенно происходит «размежевание» иммунохроматографии  

в ее нынешнем понимании и аффинной хроматографии  

с иммобилизованными на носителях антителами, претендовавшей  

на то же название [17]. Первое время иммунохроматография 

развивается в рамках технологических разработок практически без 

новых научных публикаций. Ниша иммунохроматографии 

ограничивается контролем немногих соединений со сравнительно 

высокими концентрациями в биопробах [18].  
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Однако востребованность быстрого внелабораторного тестирования 

вызывает расширение ряда веществ, контролируемых методом 

иммунохроматографии [19]. В 1990-е годы иммунохроматографические 

разработки, как правило, сводятся к адаптации известных подходов для 

новых реагентов.  

Но уже к началу 2000-х годов ситуация меняется. Рост научной 

активности в области иммунохроматографии соответствует 

нанотехнологическому буму и детальной характеристике различных 

нанодисперсных препаратов, ряд из которых демонстрирует 

перспективность в качестве иммунохроматографических маркеров [20–

22]. Необходимость выявлять новые аналиты в низких концентрациях 

(нанограммы и доли нанограммов на миллилитр) приводит  

к интенсивным разработкам по усилению сигнала  

в иммунохроматографии [23–26]. Развитие компьютерного 

прототипирования устройств обеспечивает возможность управлять 

последовательностью взаимодействий и проводить несколько 

аналитических процессов одновременно, используя новые 

геометрические варианты тест-систем [27–29]. Наконец, прогресс 

электронных коммуникационных устройств и сетевых ресурсов 

предоставляет новые средства для обработки больших массивов 

данных и позволяет применять иммунохроматографию как 

количественный аналитический метод [30–33]. Все эти факторы 

вызывают продолжающийся по сей день резкий рост числа научных 

разработок и публикаций в области иммунохроматографии. (Отметим, 

что часть статей относится к применению коммерчески доступных тест-

систем и не связана с изучением их функционирования.) 

В диссертационной работе представлены результаты исследований 

соискателя, которые проводились с начала 2000-х годов (см. для 

примера [34–36]) в соответствии с описанными выше направлениями 
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развития иммунохроматографии и суммированы в рассматриваемых 

статьях и патентах 2008–2021 гг. 

Как следует из вышеизложенного, развитие представлений  

о межмолекулярных взаимодействиях в иммунохроматографических 

системах и о путях совершенствования этих систем повышает 

конкурентный потенциал метода, расширяет масштабы его применения, 

способствует массовому контролю и эффективной защите здоровья 

населения. Эти факторы определяют актуальность проведенного 

исследования, направленного на формирование научных основ 

совершенствования аналитических и диагностических средств. 

 

Степень разработанности темы 

В массиве публикаций по иммунохроматографии (см. рис. 5) 

лидирующее положение занимают Китай, США, Япония, 

Великобритания и Испания. Решения различных проблем 

рассматриваются в работах зарубежных коллективов под руководством 

De Saeger S. (Бельгия), Elliott C. (Великобритания), Schneider R.J. 

(Германия), Merkoci A. (Испания), Baggiani C. (Италия), Deng A., Kuang 

H., Lei H.T., Li P., Song S.S., Wang S.S., Wang Z., Xu C.L., Zhang Y. 

(Китай), Kim W.G., Paek S.H. (Корея), Corstjens P., Van Amerongen A. 

(Нидерланды), Hammock B.D., Weigl B.H. (США), Fukal L. (Чехия), Tanaka 

H. (Япония) и др. Российские работы в области иммунохроматографии 

описывают 244 статьи, учитываемые проведенным библиометрическим 

анализом, почти половина из которых (116) выполнена с участием 

соискателя. Наиболее представлены по публикациям исследования 

Бикетова С.Ф., Гладышева П.П., Горячевой И.Ю., Еремина С.А., 

Никитина М.П., Никитина П.И., Осипова А.П., Хлебцова Н.Г., Яркова С.П. 

и их коллег. Ряд разработок ориентирован на решение технологических 

вопросов фирм-производителей и не сопровождается или почти не 

сопровождается научными статьями. 
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Признавая вклад ведущих научных групп в развитие представлений 

об иммунохроматографических системах, приходится констатировать, 

что в общем объеме публикаций подавляющее большинство работ 

ограничивается единичными демонстрациями возможностей конкретных 

подходов. Доминируют статьи, в которых стандартные протоколы 

используются для нового востребованного аналита. Более значимы 

работы, авторами которых предлагаются изменения состава 

выявляемых комплексов и последовательности их формирования, а 

также природы и способов регистрации маркеров, включаемых в эти 

комплексы. Однако приводимые в статьях описания «историй успеха» 

обычно не объясняют, какие характеристики системы оказались 

критичными для снижения предела обнаружения, других значимых 

улучшений. В ряде случаев декларируемые выигрыши не соответствуют 

изменениям параметров иммунореагентов и маркеров. Выбор условий 

получения реагентов и проведения иммунохроматографии либо 

заменяется воспроизведением стандартных процедур, либо 

основывается на трудоемком экспериментальном сопоставлении 

различных сочетаний параметров. Вопрос об универсальности 

предлагаемых решений, как правило, остается открытым; лишь 

немногие из них после приоритетной публикации проверяются и 

применяются для новых объектов. 

В связи с этим крайне востребованы общие описания процессов 

иммунного комплексообразования в проточных мембранных системах, 

которые пригодны для разных антигенов и разных вариантов 

проведения взаимодействий. Такая постановка задач применительно к 

иммунохроматографии является отличительной особенностью данного 

диссертационного исследования. 
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Цель и задачи исследования 

Специфика изучаемых систем состоит в многостадийном 

формировании иммунных комплексов и гетерогенности реагирующих 

молекул (поликлональные антитела, иммобилизованные и 

модифицированные иммунореагенты) по кинетическим и 

термодинамическим характеристикам. Помимо этого, реакции антиген–

антитело в ходе иммунохроматографии осуществляются как в растворе, 

так и на поверхности раздела фаз с разной степенью приближения к 

химическому равновесию.  

С учетом указанных особенностей цель работы состояла в 

выявлении закономерностей взаимодействия антиген–антитело при 

проведении иммунохроматографии и разработке новых аналитических 

систем, основанных на применении этих закономерностей. 

Достижение поставленной цели включало решение следующих задач: 

 экспериментальная характеристика способов измерения 

параметров комплексообразования антиген–антитело; 

 описание взаимодействий в иммуноаналитических системах и 

классификация этих систем; 

 теоретическое описание процессов образования комплексов 

разного состава с участием нативных и модифицированных 

иммунореагентов; 

 характеристика гетерогенных иммуноаналитических систем и 

способов преодоления их ограничений, определяемых 

диффузионно-контролируемыми реакциями; 

 применение установленных закономерностей взаимодействий 

антиген–антитело для разработки иммунохроматографических 

систем с низкими пределами обнаружения и высокой 

производительностью; 
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 характеристика эффективности разработанных способов 

проведения иммунохроматографии при обнаружении и определении 

содержания соединений разных классов. 

 

Методология и методы исследования 

Антигенами – объектами исследования – являлись соединения, 

имеющие значение для медицинской и ветеринарной диагностики, 

экологического и агротехнического мониторинга, контроля качества и 

безопасности продуктов питания. Ряд изучаемых объектов включал 

пестициды, сурфактанты, антибиотики и бактериостатики, пищевые 

красители, бета-агонисты, микотоксины, фикотоксины, психоактивные 

вещества, белковые маркеры воспалительных процессов, биомаркеры 

острого инфаркта миокарда, маркеры для идентификации сырья в 

мясных продуктах, антитела к аллергенам и клеткам бактерий, вирусные 

и бактериальные патогены человека, животных и растений. 

Исследование антигенов, значительно отличающихся по размерам  

и иммунохимической валентности, позволило рассмотреть общие и 

специфические закономерности комплексообразования.  

Эксперименты проводились с использованием поли-  

и моноклональных антител против этих соединений – как полученных  

в ходе выполнения работы, так и предоставленных коллективами-

партнерами и коммерчески доступных. В качестве маркеров  

для выявления иммунных комплексов применялись ферменты, 

флуорофоры, ультра- и нанодисперсные частицы. 

Методология исследования предусматривала экспериментальное 

измерение кинетических и термодинамических констант взаимодействий 

рассматриваемых иммунореагентов, состава комплексов антигенов  

и антител друг с другом, с маркерами и носителями, степени сохранения 

иммунохимических свойств антителами и антигенами после включения в 

межмолекулярные комплексы, оценку влияния концентраций реагентов, 
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длительности их взаимодействий, реакционной среды на образование 

меченых комплексов при проведении иммунохроматографии. 

Методы, использованные для характеристики получаемых 

иммунореагентов и межмолекулярных комплексов, образующихся при их 

взаимодействии и проведении иммунохроматографии, включали фото-  

и флуориметрию, центрифугирование, жидкостную хроматографию, 

электрофорез, атомно-силовую, просвечивающую и сканирующую 

электронную микроскопию, регистрацию динамического светорассеяния, 

кругового дихроизма, фракционирование в поперечном потоке, 

микропланшетный иммуноферментный анализ, биосенсорные 

измерения с регистрацией поверхностного плазмонного резонанса. 

Предметом разработки являлись математические модели 

иммунохимических взаимодействий в проточных мембранных системах 

с участием реагентов разного состава, с разной последовательностью  

и пространственной локализацией реакций, а также способы проведения 

взаимодействий реагентов, обеспечивающие требуемые изменения 

характеристик иммунохроматографических тест-систем. 

 

Научная новизна 

Разработаны положения, совокупность которых формирует 

теоретические основы функционирования иммунохроматографических 

систем. Правомочность положений подтверждена экспериментально при 

разработке, характеристике и направленной модификации новых 

аналитических систем. На основании проведенных исследований: 

– установлен вклад поливалентных взаимодействий антиген–

антитело в формирование иммунных комплексов и характеристики 

иммунохроматографических систем; 

– предложена иерархическая классификация гетерогенных 

иммуноаналитических систем на основании видов образующихся и 

регистрируемых комплексов и последовательности взаимодействий 
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иммунореагентов; показаны ее возможности для систематизации 

вариантов проведения иммунохроматографии; 

– разработан ряд математических моделей для описания 

иммунохроматографических систем; на основании рассмотрения 

моделей предложены и экспериментально проверены рекомендации по 

изменению характеристик этих систем; 

– исследована модуляция параметров иммунохроматографических 

систем посредством варьирования состава комплексов антиген – 

белковый носитель и антитело – нанодисперсный носитель; 

– предложен и экспериментально подтвержден ряд подходов для 

обеспечения низких пределов обнаружения аналитов при проведении 

иммунохроматографии, основанных на изменениях состава 

регистрируемых комплексов и последовательности их формирования в 

движущемся потоке реагентов и на поверхности мембран. 

 

Теоретическая значимость работы 

1. Установлены зависимости для оценки изменений функционирования 

иммунохроматографических систем при варьировании концентраций 

иммунореагентов, длительности и констант их взаимодействия.  

2. Проведена оценка реакционной способности антител в 

адсорбционных комплексах с нанодисперсными носителями. 

3. Выявлены характеристики наночастиц, определяющие их 

эффективность в иммунохроматографических системах.  

4. Систематизированы факторы, которые при разных режимах 

взаимодействий в проточных мембранных системах лимитируют 

формирование меченых иммунных комплексов.  

 

Практическая значимость работы 

Сформирован научный инструментарий для эффективной 

разработки иммунохроматографических аналитических систем: 
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– принципы установления факторов, лимитирующих минимальные 

достоверно выявляемые концентрации аналитов; 

– критерии оценки возможностей наночастиц – носителей и 

маркеров для разрабатываемых аналитических систем: 

– способы проведения иммунохроматографии с усилением 

регистрируемого сигнала. 

Получены и охарактеризованы экспериментальные образцы 

иммунохроматографических систем для выявления и оценки 

содержания ряда аналитов – представителей: 

– токсичных контаминант разных классов в сельскохозяйственной 

продукции, пищевых продуктах и объектах окружающей среды, 

– белковых маркеров патологических процессов в организме 

человека, 

– маркеров, обеспечивающих идентификацию сырья в мясных 

продуктах, 

– специфических антител, выявляемых для серодиагностики 

инфекционных заболеваний и аллергических реакций, 

– возбудителей заболеваний человека, животных и растений.  

Проведенная апробация разработанных иммуноаналитических 

систем подтверждает универсальность созданного научного 

инструментария, его пригодность для решения различных задач, 

имеющих социальное и хозяйственное значение.  

 

Положения, выносимые на защиту 

1. Математические модели взаимодействий для разных форматов 

иммунохроматографии и основанные на их изучении рекомендации по 

реализации иммунохроматографии. 

2. Зависимости между условиями получения конъюгатов 

иммунореагентов, их составом, реакционной способностью  
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и характеристиками иммунохроматографических систем с их 

использованием. 

3. Критерии оценки наночастиц как маркеров и носителей для 

иммунохроматографии. 

4. Способы варьирования селективности иммуноопределения 

структурно близких соединений. 

5. Способы проведения мультиплексной иммунохроматографии. 

6. Способы усиления сигнала и снижения предела обнаружения  

в иммунохроматографии. 

 

Степень достоверности результатов 

Достоверность результатов диссертационной работы определяется 

использованием взаимодополняющих методов при характеристике 

иммунореагентов, их производных и процессов их взаимодействия, 

высокой степенью воспроизводимости результатов, статистическим 

анализом измеряемых величин, подтверждающим постулируемые 

корреляции и отличия. В работе показано соответствие 

закономерностей, наблюдаемых при математическом моделировании  

и экспериментальном изучении иммунохроматографических систем. 

Общий характер установленных закономерностей следует из их 

соблюдения для различных сочетаний антигенов и антител, 

использовавшихся в иммунохроматографических системах, успешной 

разработки систем для обнаружения аналитов различной природы – 

низкомолекулярных, белковых и корпускулярных. 

Диссертационные положения реализованы/подтверждены в рамках 

совместных исследований с коллективами ряда российских и 

зарубежных научных организаций. Об обоснованности интерпретации 

полученных результатов свидетельствуют публикации статей по теме 

диссертационной работы в ведущих рецензируемых международных 

журналах. 
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Личный вклад автора 

Автором осуществлены выбор направления работ и постановка 

решаемых задач. В диссертации изложены результаты исследований, 

выполненных при непосредственном участии автора, а также 

сотрудниками лаборатории иммунобиохимии, аспирантами и 

дипломниками, работавшими под научным руководством автора или 

получавшими его консультации, что отражено в совместных статьях, 

патентах и сообщениях. В ходе деятельности автора проводились 

планирование экспериментов, получение, обработка и интерпретация 

результатов, подготовка публикуемых материалов. Личный вклад автора 

в работы, выполненные в соавторстве, включает анализ соответствия 

теоретических представлений и экспериментальных данных, описание  

и обобщение результатов по характеристике иммунохимических 

взаимодействий и функционирования аналитических систем, подготовку 

рекомендаций по обеспечению низких пределов обнаружения 

соединений разных классов и управлению селективностью 

иммуноаналитических систем, оценку возможностей и конкурентных 

преимуществ разрабатываемых систем. 

 

Структура работы 

Диссертационная работа в форме научного доклада включает семь 

глав, соответствующих продвижению от измерения параметров 

иммунохимических взаимодействий к оценке их вклада в 

функционирование аналитических систем и возможностей 

иммунохроматографии, реализуемой на основе выбранных подходов. 

 

Публикации 

В качестве работ, в которых изложены основные результаты 

диссертации, представлены 118 статей в изданиях, рекомендуемых ВАК 

РФ (26 – в отечественных и 92 – в зарубежных), и 2 главы в книгах. 
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Список содержит 82 статьи, вышедшие в 2013–2021 гг. в журналах, 

относящихся к первому или второму квартилям международных баз 

данных: 80 статей согласно базе Web of Science и 82 статьи согласно 

базе Scopus. Сведения о квартилях основаны на действующих версиях 

IF Web of Science и SJR Scopus, опубликованных в июле 2021 г. и мае 

2022 г., соответственно.  

По результатам диссертационного исследования получено  

15 патентов РФ на изобретения, 8 патентов РФ на полезные модели  

и 2 инновационных патента Республики Казахстан на изобретения. 

Список публикаций соответствует условиям представления 

диссертационной работы на соискание ученой степени доктора наук  

в форме научного доклада, установленным постановлением 

Правительства РФ от 20 марта 2021 г. № 426 и приказом Министерства 

науки и высшего образования РФ от 7 июня 2021 г. № 458 с учетом 

порядка применения этих условий в 2022 г., определенного 

постановлением Правительства РФ от 19 марта 2022 г. № 414. 

 

Связь с государственными программами  

Представленные в диссертационной работе результаты получены  

в рамках проектов Федеральных целевых программ (ФЦП) 

«Исследования и разработки по приоритетным направлениям развития 

науки и техники», «Исследования и разработки по приоритетным 

направлениям развития научно-технологического комплекса России», 

«Научные и научно-педагогические кадры инновационной России», 

«Развитие инфраструктуры наноиндустрии в Российской Федерации», 

Межгосударственной целевой программы ЕврАзЭС «Инновационные 

биотехнологии», программ фундаментальных исследований 

Президиума РАН, Российского фонда фундаментальных исследований 

(РФФИ), Российского научного фонда (РНФ), в том числе проектов ФЦП 

«Научные и научно-педагогические кадры инновационной России»  
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№№ П975, 8464, РФФИ №№ 10-03-00990, 13-04-90451, 14-03-00753,  

17-33-50179, РНФ №№ 14-16-00149, 19-16-00108, руководителем 

которых являлся (является) автор. 

Диссертационное исследование обеспечивает научно-методические 

основы производства аналитических систем, значимых для научно-

технологического развития России. За разработки иммуноаналитических 

систем А.В. Жердев в составе авторского коллектива удостоен Премии 

Правительства РФ в области науки и техники за 2010 год. 

 

Апробация результатов работы 

Результаты, полученные в ходе исследований и вошедшие в 

диссертационную работу, представлены соискателем и соавторами 

более чем на 80 научных мероприятиях в России и за рубежом, включая 

такие значимые мероприятия, как Московские международные 

конгрессы «Биотехнология: Состояние и перспективы развития» 

(Москва, 2009, 2010, 2011, 2013, 2015, 2017), Всероссийские 

конференции по анализу объектов окружающей среды «Экоаналитика» 

(Йошкар-Ола, 2009; Светлогорск, 2014, Углич, 2016; Пермь, 2019), VI, VII 

Symposiums on Hormone and Veterinary Drug Residue Analysis (Гент, 

Бельгия, 2010, 2014), V, VIII, IX International Symposiums on Recent 

Advances in Food Analysis (Прага, Чехия, 2011, 2017, 2019), 

Международные симпозиумы «Астана Биотех» (Астана, Казахстан, 2011, 

2018), IV Nanotechnology International Forum (Москва, 2011), V, VI 

Nanoscience with Nanocrystals Conferences (Фуенжерола, Испания, 2012; 

Бад Хофгастейн, Австрия, 2014), II и III Съезды аналитиков России 

(Московская обл., 2013, 2017), XXXVIII, XLIV FEBS Congresses (Санкт-

Петербург, 2013: Краков, Польша, 2019), ISM – MycoRed International 

Conference Europe 2013 (Мартина-Франка, Италия, 2013), XVIII European 

Conference in Analytical Chemistry (Бордо, Франция, 2015), IX, X, XI, XII 

International Conferences on Instrumental Methods of Analysis (Каламата, 
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Греция, 2015, 2017, 2019, 2021), XI Workshop on Biosensors and 

Bioanalytical Microtechniques in Environmental, Food and Clinical Analysis 

(Регенсбург, Германия, 2015), International Conferences «Biocatalysis: 

Fundamentals and Applications» (Московская обл., 2015, 2017), V, VI 

Съезды биохимиков России (Дагомыс, 2016, 2019), International 

Conference «Mycotoxin Research in Agricultural Products» (Шанхай, Китай, 

2017), International Workshop of Pesticide Risk Assessment Model Building 

(Сиань, Китай, 2017), APEC Conference «Advanced Capacity Building for 

Mycotoxin Prevention and Control in Food and Feed Commodities in Asia-

Pacific» (Пекин, Китай, 2017), XL International Conference on 

Environmental and Food Monitoring (Сантьяго-де-Компостелла, Испания, 

2018), World Conference on Analytical and Bio Analytical Chemistry 

(Барселона, Испания, 2018), XXI Менделеевский съезд по общей и 

прикладной химии (Санкт-Петербург, 2019), XIX International Symposium 

on Soil and Plant Analysis (Вагенинген, Нидерланды, 2019), XXXI 

Anniversary World Congress on Biosensors (2021), Online European 

Biotechnology Congress (2021), VI International Congress on Biomaterials 

and Biosensors (Олудениц, Турция, 2021). 

Итоговые доклады, отражающие основные результаты 

диссертационной работы, представлены А.В. Жердевым на 

Международном конгрессе «Биотехнология: состояние и перспективы 

развития» (Москва, 2019), Euroanalysis XX Conference (Стамбул, Турция, 

2019), V Международной конференции «Наноматериалы и живые 

системы» (Казань, 2019), II Всероссийской конференции «Химия 

биологически активных веществ» (Саратов, 2019) и XIV Международном 

биотехнологическом форуме «РосБиоТех» (Москва, 2020). 

Диссертационная работа представлена 1 апреля 2022 г. на 

межлабораторном семинаре, по результатам которого 14 апреля 2022 г. 

дано заключение ФИЦ «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН 

как организации, в которой выполнялась работа. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ 

 

Глава 1. Измерение количественных характеристик 

иммунохимических взаимодействий 

 

Общая характеристика исследований по данному направлению 

На сегодняшний день исследователи располагают общими 

методами химической кинетики, активно используемыми для описания 

иммунореагентов [37,38]. Стандартной характеристикой антител 

является их аффинность, отражающая равновесную константу 

связывания с антигеном [39]. Однако применительно к 

функционированию иммунореагентов в гетерогенных проточных 

системах эти величины недостаточно информативны. В неравновесных 

условиях не успевают проявиться параметры диссоциативных реакций, 

а вклад в процессы ассоциации диффузии и перемешивания не менее 

важен, чем связывающих свойств реагентов [40].  

Рассмотрение особенностей микропланшетных иммуноферментных 

систем и проточных иммуночипов привело к критической оценке  

и адаптации традиционного химико-кинетического инструментария, 

отраженной в работах Englebienne P, Friguet B., Бобровника С.А. и их 

соавторов [41-43] и продолжающейся до настоящего времени [44,45], 

тогда как компоненты иммунохроматографических систем по-прежнему 

характеризуют с использованием величин, соответствующих более 

простым условиям взаимодействий [46-48]. Поэтому выбор наиболее 

значимых параметров реакций антиген–антитело и оценка способов их 

измерения крайне востребованы для информативного описания 

иммунохроматографических процессов. 

 

 

См. №№ C4, C8, С13, С14, С26, С58, С63, С92, С97, С116 «Списка научных 
публикаций …» с указанием изданий и авторских коллективов. 
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Краткое изложение проведенных работ и полученных результатов 

Задача проведенного исследования состояла в том, чтобы сравнить 

подходы к измерению параметров иммунохимических взаимодействий и 

рассмотреть способы повышения их достоверности и точности, а также 

измерить эти параметры для сочетаний антител и антигенов разной 

природы с целью использования в численной характеристике моделей 

иммунохроматографических систем. 

Экспериментальная работа по данному направлению включала 

изучение трех групп антигенов: 

 низкомолекулярные моновалентные антигены (пестициды, 

антибиотики), 

 белковые поливалентные антигены (биомаркеры патологий и 

дисфункций), 

 корпускулярные поливалентные антигены с высокой степенью 

повторяемости детерминант (бактериальные и вирусные патогены 

растений и человека).  

Помимо нативных антигенов, изучались (как средства регистрации 

формирующихся иммунных комплексов и как аналитические реагенты) 

межмолекулярные конъюгаты: низкомолекулярных антигенов с 

белковыми носителями, флуорофорами и ферментами, антител  

с ферментами, антигенов и антител с наночастицами. Наряду с 

антителами, были охарактеризованы аптамеры как альтернативные 

рецепторные молекулы, рассмотрены их реакции с лигандами. 

Кинетические и равновесные параметры взаимодействий 

регистрировали с помощью методов поляризационного 

флуоресцентного иммуноанализа, равновесного диализа, 

иммуноферментного анализа, иммуносенсорного анализа с 

регистрацией поверхностного плазмонного резонанса, сопоставляя 

структурно близкие антигены, нативные антитела и их производные, 

межмолекулярные конъюгаты разного состава. В табл. 1 дана 
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сравнительная оценка возможностей различных подходов при работе с 

тремя группами антигенов.  

 

Таблица 1. Основные классы антигенов и оценка наиболее эффективных способов 
измерения параметров их взаимодействия с антителами 

Подходы к измерению 
констант 

взаимодействия 

Низкомолекулярные 
соединения 

Белки Корпускулярные 
антигены 

 

Разделение иммунных 
комплексов и непрореа- 
гировавших молекул 

Х  Х 

Разделение комплексов 
разного состава  Х  

Использование 
иммобилизованных 
иммунореагентов 

Х Х Х 

Регистрация сигналов, 
модулируемых при 
комплексообразовании 

Х   

Рекомендуемые способы отмечены знаками «Х». 

 

Для методов, основанных на регистрации комплексообразования в 

растворе в режиме реального времени (гомогенные системы с 

флуоресцентными маркерами), предложен алгоритм последовательного 

измерения равновесных констант связывания вначале с меченым 

аналитом, а потом, с учетом полученных характеристик, – с нативным, 

конкурирующим за связывание с рецептором. Установлены требования к 

точности изменений, обусловливающие выбор концентраций реагентов. 

Для антител и аптамеров изучены кинетики гомогенных взаимодействий 

с нативными и мечеными низкомолекулярными аналитами.  

Для описания равновесия антиген–антитело в растворе с помощью 

микропланшетных систем проведена оценка условий (концентраций 
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реагентов, длительности инкубаций), в которых конкурентное 

взаимодействие антител с иммобилизованным антигеном не вызывает 

значимых сдвигов равновесия реакции антиген–антитело в растворе  

и позволяет корректно регистрировать константы взаимодействия.  

С использованием иммуносенсорных технологий сопоставлены 

аффинности комплексов поливалентных антигенов с нативными 

антителами и их Fab-фрагментами, показано отличие равновесных 

констант связывания в 50–100 раз. Отмечено, что высокоаффинные 

бивалентные связывания иммуноглобулин–антиген для неконкурентных 

аналитических систем приводят к снижению пределов обнаружения,  

а для конкурентных – к их росту. 

Для регистрации комплексообразования в проточных сенсорных 

системах предложены схемы экспериментов с непрямой 

иммобилизацией антител (посредством реакции биотин–стрептавидин, 

связывания иммуноглобулинов с антивидовыми антителами и др.) –  

рис. 6. Данный подход позволяет проводить последовательные 

измерения с новыми добавляемыми препаратами антител, контролируя 

их количество и исключая риски инактивации, характерные для 

измерений с прямой иммобилизацией антител и элюцией связавшихся 

антигенов. Аналогичным образом реализована непрямая 

иммобилизация антигенов. Высокая воспроизводимость измерений  

с помощью данного подхода показана на примерах взаимодействий с 

антителами вирусных антигенов (Х- и Y-вирусы картофеля). 

Рассмотрены возможности метода атомно-силовой микроскопии  

с иммобилизацией антител на кантилевере для регистрации параметров 

единичных взаимодействий антиген–антитело – рис. 7. Данный подход, 

отражая реакционную способность индивидуальных молекул, дополняет 

выявление реагентов с разной аффинностью по концентрационным 

зависимостям связывания, получаемым традиционными химико-

кинетическими методами. 
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1 2 3 4

Антиген (вирус)

Антивидовые антитела

Специфические антитела

Поверхность чипа

Регенерация

 

Рис. 6. Принцип сменной иммобилизации иммунореагентов на поверхности 
биосенсорных чипов для регистрации межмолекулярных взаимодействий. Схемы 
формирования комплексов для прямой (1, 3) и непрямой (2, 4) иммобилизации 
специфических антител (1, 2) и антигенов (3, 4) (на основании [С8]) 
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Рис. 7. Гистограммы распределения сил взаимодействия ковалентно связанных  
с кантилевером специфических (А) и неспецифических (Б) антител и 
иммобилизованного на подложке вируса шарки сливы, регистрируемых методом 
атомно-силовой микроскопии. Пики 1–3 соответствуют неспецифическим, 
специфическим моновалентным и специфическим бивалентным взаимодействиям 
(на основании [С13]) 
 

С использованием сформированного методического инструментария 

установлены кинетические и равновесные константы связывания ряда 

иммунохимических реагентов, используемые в работе для описания 

межмолекулярных взаимодействий в ходе иммунохроматографии  

и разработки аналитических систем. Охарактеризовано влияние на 
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изменения связывающих свойств иммунореагентов разных факторов,  

в частности, рост аффинности комплексов антитело – нанодисперсный 

носитель с увеличением размеров носителя – рис. 8.  
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Рис. 8. Кинетические (А) и равновесные (Б) константы ассоциации реакции вируса 
шарки сливы и конъюгатов двух клонов антител (серые и красные столбцы)  
с наночастицами золота разного диаметра (на основании [С8]) 

 

Изучено влияние состава комплексов антитело – нанодисперсный 

носитель на параметры их взаимодействия с антигенами разной 

природы – см. пример изменения равновесных констант диссоциации 

для корпускулярного антигена в табл. 2. 

 

Таблица 2. Равновесные константы диссоциации для взаимодействия клеток 
Helicobacter pylori и моноклональных антител к ним, иммобилизованных  
на наночастицах золота (диаметр 25.3+4,6 нм) при разных соотношениях реагентов 
в ходе иммобилизации (на основании [C43]) 

Концентрация антител, 
мкг/мл 

Мольное соотношение 
антитело: наночастица 

KD, M 

0.1 1,2 : 1 (1,1+0,1) x 10-10 

0.3 3,8 : 1 (9,1+0,9) x 10-10 

0.5 6.4 : 1 (3,7+0,3) x 10-11 

1.5 19 : 1 (6,6+0,3) x 10-10 

3 38 : 1 (1,0+0,2) x 10-11 

5 64 : 1 (2,7+0,3) x 10-11 
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10 129 : 1 (2,8+0,2) x 10-11 

19 245 : 1 (3,7+0,3) x 10-11 

 

Общая оценка полученных результатов 

Сопоставлены способы измерения параметров иммунных 

взаимодействий, охарактеризованы их возможности применительно к 

разным классам антигенов. Предложены усовершенствованные 

методики, повышающие достоверность получаемых результатов. 

Проведена оценка вклада бивалентного связывания антител  

с поливалентными антигенами в характеристики иммунохимической 

реакции. Измерены равновесные и кинетические параметры для 

взаимодействий сочетаний антигенов разных классов с антителами  

и комплексами антитело – наночастица, обеспечивающие возможность 

численной характеристики моделей иммуноаналитических систем. 
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Глава 2. Классификация и математическое моделирование 

иммунохроматографических систем 

 

Общая характеристика исследований по данному направлению 

Для описания разнообразия форматов проведения иммуноанализа 

предложен ряд классификаций [49–52], но их структура не позволяет 

рассматривать общие свойства и особенности различных форматов. 

Новые разработки сложных аналитических схем могут быть соотнесены 

только с крупными группами классификаций (например, с прямым или 

непрямым мечением антигенов или антител), что не позволяет детально 

рассмотреть их отличительные особенности и преимущества. 

В отсутствии единой эффективной классификации разрозненными 

остаются и теоретические рассмотрения взаимодействий в 

иммунохроматографических системах. Первые модели конкурентной  

и «сэндвич» иммунохроматографии, разработанные Qian S.Z. и Bau H.H. 

[53,54], описали процессы формирования выявляемых иммунных 

комплексов, но использовали ряд упрощений и не учитывали отличия 

систем при разной степени приближения взаимодействий в них  

к химическому равновесию. Последующие разработки [55–60] 

преимущественно ориентировались на численную характеристику 

моделей иммунохроматографических систем, оставляя открытым 

вопрос о том, насколько общими являются интерпретации, основанные 

на ограниченном объеме расчетных данных. В сложившейся ситуации 

востребованность предложенных моделей иммунохроматографических 

систем остается ограниченной. Выбирая режим проведения 

иммунохроматографии, разработчики предпочитают теоретическим 

рекомендациям перебор с комбинированием вариантов или пошаговую 

мультипараметрическую оптимизацию, несмотря на их трудоемкость. 

 

 

См. №№ С18, С20, С25, С39, С48, С51, С64, С96, С116 «Списка научных 
публикаций …» с указанием изданий и авторских коллективов. 
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Краткое изложение проведенных работ и полученных результатов 

Предложена классификация форматов гетерогенных 

иммунохимических либо иных лиганд–рецепторных аналитических 

систем с последовательным выделением групп на основании единой 

иерархии критериев, представленной на рис. 9.  

1 2

2

1

1 2

1 2

Односайтные

С мечением 
антигенов 
и антител

Двухсайтные

С мечением 
антигенов 
и антител

Последовательность
взаимодействий
(одновременно /

сначала с аналитом /
в конце с аналитом)

Способ
иммобилизации

(прямой /
непрямой)

Способ
мечения
(прямой /

непрямой)

 

Рис. 9. Критерии классификации форматов гетерогенного иммуноанализа  
(на основании [С39]) 

 

Принципиальная особенность данной классификации заключается  

в том, что на каждом ее этапе все группы разделяются по одному и тому 

же критерию, исходя из отличий процессов образования выявляемых 

комплексов иммунореагентов, а не индивидуальных особенностей 

конкретных аналитических систем. Способы регистрации образующихся 
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меченых иммунных комплектов вынесены за рамки классификационной 

иерархии и могут учитываться дополнительно для каждой из 

выделяемых групп. 

Показано, что предложенная общая классификация отражает 

разнообразие форматов иммунохроматографии с гетерогенными 

взаимодействиями в тестовой (аналитической) зоне рабочей мембраны 

– месте генерации регистрируемого сигнала. 

Классификация формирует полную структуру из 2 х 2 х 3 х 2 х 2 = 48 

вариантов, каждый из которых соответствует реализованному или 

потенциально реализуемому способу проведения взаимодействий с 

последующей оценкой содержания аналита на основании количества 

образовавшихся меченых иммунных комплексов. Варианты охватывают 

как основные форматы, используемые в массово производимых 

иммуноаналитических системах, так и решения, предлагавшиеся в 

литературе для преодоления ограничений основных форматов. 

Комбинаторная полнота вариантов, описываемых классификацией, 

позволяет: 

– использовать единые подходы при рассмотрении форматов, 

относящихся к одной и той же классификационной группе; 

– рекомендовать для улучшения характеристик иммуноанализа 

подходы, успешно реализованные для аналогичных форматов. 

Так, разные последовательности формирования выявляемых 

иммунных комплексов, отраженные в классификации, были 

реализованы для серодиагностических иммунохроматографических 

систем. Это позволило, наряду с традиционно используемым вариантом 

с иммобилизацией антигена в тестовой зоне и мечением антивидовых 

антител, охарактеризовать теоретически и экспериментально еще два 

варианта серодиагностики и показать их преимущества. 

Принцип непрямой иммобилизации иммунореагентов был 

использован в разных входящих в классификацию форматах 
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иммунохроматографии и обеспечил как быстрое приближение  

к равновесию благодаря переводу исходно гетерогенных 

взаимодействий в гомогенные условия, так и достижение оптимальной 

стехиометрии выявляемых меченых иммунных комплексов в результате 

независимого варьирования концентраций специфических антител и 

наночастиц–маркеров (рис. 10). 

А

Меньше антител
для лучшей

конкуренции

Больше НЧЗ для
высокого сигнала

Б

Меньше антител
для лучшей

конкуренции

Больше НЧЗ для
высокого сигнала

 

Рис. 10. Сравнение возможностей выбора условий проведения конкурентной 
иммунохроматографии для обеспечения высокого уровня сигнала и низкого предела 
обнаружения при прямом (А) и непрямом (Б) мечении специфических антител 
наночастицами (на основании [C50,C51]) 

 

Эффективность прединкубации аналита в пробе с конъюгатом 

антитела – нанодисперсный маркер, приводящей к существенным 

снижениям пределов обнаружения, показана как для конкурентных, так и 

для неконкурентных форматов иммунохроматографии. 

Изучены преимущества, обеспечиваемые замедленным 

высвобождением конъюгированных с антителами наночастиц из пор 

модифицированных или дополнительных мембранных носителей и 

проявляющиеся как возможности управлять последовательностью и 

продолжительностью взаимодействий реагентов, увеличивая 

количество регистрируемых меченых иммунных комплексов. Данные 

эффекты воспроизводятся для различных представленных в 

классификации форматов иммунохроматографии. 
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С учетом разработанной классификации проведены работы по 

математическому моделированию иммунохроматографических систем  

и изучению моделей.  

Предложены модели ряда форматов иммунохроматографии, 

особенностью которых является раздельное рассмотрение близких к 

равновесию гомогенных и неравновесных гетерогенных 

взаимодействий. Исходя из возможных параметров реакций антиген–

антитело, показана корректность описания формирования на мембране 

регистрируемых меченых иммунных комплексов как процесса, 

незначительно влияющего на химическое равновесие в потоке, 

движущемся по порам тест-полоски (рис. 11).  

СТАДИЯ 1
Взаимодействие

меченых антител с антигеном

СТАДИЯ 2
Формирование 

окрашенного комплекса
в аналитической зоне

Фронт
Жидкая проба Аналитическая зона

Маркер

Антиген

Меченые
антитела

Белок-носитель
Иммобилизованный

антиген

ka1

kd1
ka2 kd2

 

Рис. 11. Используемая при математическом моделировании схема гомогенных  
и гетерогенных двухстадийных взаимодействий в конкурентном формате 
иммунохроматографии (на основании [C96]) 
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Описание иммунного комплексообразования как процесса, 

необратимого за время проведения иммунохроматографии, упрощает 

моделирование взаимодействий и в ряде случаев позволяет перейти от 

численных решений для конкретных значений констант к общим 

алгебраическим решениям (см. в качестве примера описание 

конкурентной иммунохроматографии на рис. 12).  

A – аналит (антиген) в пробе;
P – антитела с составе конъюгата с маркером;
R – рецептор (иммобилизованный в тестовой зоне антиген);
AP, PR – образующиеся иммунные комплексы;
kai, kdi – кинетические константы ассоциации и диссоциации иммунных взаимодействий;
t – время взаимодействия в потоке;
t1 – время взаимодействия в тестовой зоне

d([Ab])

d t
=  kd1 ∙ [AgAb] - ka1  ∙  [Ag] ∙  [Ab]

d[Ag] 

d t
=  kd1 ∙ [AgAb] - ka1  ∙  [Ab] ∙  [Ag]

d[AgAb]

d t
=  ka1 ∙ [Ag] ∙ [Ab] - kd1  ∙  [AgAb]

d[iAg]

d t
=  kd2 ∙ [iAgAb] - ka2  ∙  [iAg] ∙ [Ab] ∙  h

d[iAgAb]

d t
=  ka2 ∙ [iAg] ∙ [Ab] - kd2  ∙  [iAgAb] ∙  h

h = 
время < T, 0
либо, 1

А

Б

В

 

Рис. 12. Предложенная модель конкурентной иммунохроматографии: 
рассматриваемые параметры (А), система дифференциальных уравнений для 
описания изменений концентраций реагентов (Б) и формулы для расчета 
концентраций реагентов в тестовой зоне (В) (на основании [C96]) 
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Хорошее совпадение алгебраических описаний и результатов 

численного моделирования с использованием программного пакета 

COPASI подтвердило корректность положений, принятых при разработке 

математических моделей. На основании алгебраического  

и численного изучения моделей описано влияние концентраций 

реагентов, констант комплексообразования и продолжительностей 

стадий иммунохроматографии на концентрацию выявляемых меченых 

иммунных комплексов, т.е. на регистрируемый сигнал (см. для примера 

рис. 13).  

Время, сек

нМ

1/сек

 

Рис. 13. Пример численного моделирования иммунохроматографической тест-
системы, отражающий возможность монотонных и немонотонных изменений 
количества выявляемых иммунных комплексов ([APR]) в зависимости  
от характеристик иммунореагентов и условий взаимодействия 

 

Исходя из полученных данных, установлены факторы, 

лимитирующие предел обнаружения при использовании 

иммунохроматографических тест-систем, а также требования  

к условиям, обеспечивающим достижение минимальных значений ПрО. 

Эффективность этих требований экспериментально проверена как для 
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низко-, так и для высокомолекулярных антигенов, выявляемых  

с помощью иммунохроматографических тест-систем. 

Так, в конкурентном формате иммунохроматографии снижение 

концентрации конъюгата антитела – нанодисперсный маркер позволяет 

уменьшить предел обнаружения, но за счет снижения степени 

связывания маркера, т.е. меньшей достоверности и точности 

диагностики (рис. 14). Поэтому данное варьирование должно быть 

скомпенсировано ростом концентрации антигена в тестовой зоне. 

А Б
Концентрация маркера, мкМНачальная концентрация антигена, мкМ
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Рис. 14. Результаты расчетов изменений концентрационных зависимостей 
аналитического сигнала (А) и предела обнаружения (Б) в конкурентном формате 
иммунохроматографии при варьировании концентрации маркера, конъюгированного 
с антителами (на основании [С96]) 

 

Для снижения предела обнаружения в «сэндвич»- 

иммунохроматографии следует использовать насыщающие 

концентрации антител в конъюгате с маркером и в тестовой зоне, а при 

наличии двух клонов антител иммобилизовать более аффинные 

антитела в тестовой зоне, а менее аффинные – на поверхности частиц–

маркеров.  

Рассмотрены особенности серодиагностики как варианта «сэндвич»- 

иммунохроматографии с необходимостью выявления антител, 

специфичных к определенному аналиту, на фоне неспецифических 

иммуноглобулинов, содержание которых в пробах выше в десятки-сотни 

раз. Теоретически и экспериментально сопоставлены варианты 
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серодиагностики, отличающиеся составом и последовательностью 

формирования выявляемых иммунных комплексов (рис. 15). 

 

A

Б

В

Проба

Иммунный комплекс

Иммунный комплекс

Иммунный комплекс

НЧЗ

Иммуноглобулин-
связывающий
белок

Общие
иммуноглобулины

Антиген

Маркерный конъюгат Аналитическая зона

Антиген

Аналитическая зона

Аналитическая зона

Специфические
иммуноглобулины

 

Рис. 15. Отличия взаимодействий и состава выявляемых комплексов  
в традиционном (А) и альтернативных (Б, В) форматах иммунохроматографической 
серодиагностики (на основании [C116]) 

 

Показано, что изменение формата иммунохроматографической 

серодиагностики с исключением конкуренции иммуноглобулинов  
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за ограниченное число сайтов связывающих их белков на поверхности 

наночастиц–маркеров обеспечивает рост аналитического сигнала (рис. 

16) и выявление на один-два порядка меньших концентраций 

специфических антител. Практический результат этого эффекта состоит 

в достоверной идентификации проб с низким содержанием 

специфических антител, приближающей серодиагностическую 

иммунохроматографию к инструментальным иммуноаналитическим 

методам по диагностической чувствительности (табл. 3). 
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Рис. 16. Расчетные данные по кинетике формирования регистрируемых комплексов 
для двух форматов иммунохроматографической серодиагностики: 1 –  
с иммобилизацией антигена в тестовой зоне, а иммуноглобулин-связывающего 
белка – на поверхности наночастиц–маркеров, 2 – с обратной локализацией 
иммобилизуемых реагентов (на основании [C64]) 

 

Таблица 3. Результаты серодиагностики туберкулеза с использованием ИФА и двух 
форматов иммунохроматографии (на основании [C64]) 

№№ 
сывороток 

ИФА ИХ, формат А ИХ, формат Б 

А450 Рез-т 
Интенсивность 
окрашивания, 

отн.ед. 
Рез-т 

Интенсивность 
окрашивания, 

отн.ед.. 
Рез-т 

1 0,053 – 0 – 0,5 – 

2 0,155 + 0 – 2,2 + 

3 0,158 + 0 – 1,9 + 

4 0,148 + 0 – 3,4 + 

5 0,056 + 0 – 0,5 – 

6 0,146 + 0,2 – 0,4 – 

7 0,222 + 0,1 – 6,8 + 
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8 0,140 + 0 – 4,1 + 

9 0,620 + 3,9 + 11,0 + 

10 0,120 + 0,2 – 0,3 – 

11 0,051 – 0,1 – 0 – 

12 0,042 – 0 – 0 – 

13 0,175 + 0,2 – 8,5 + 

14 0,050 – 0 – 0 – 

15 0,069 + 0,2 – 0 – 

16 0,206 + 0 – 0,7 + 

17 0,190 + 0,1 – 7,7 + 

18 0,361 + 0 – 12,1 + 

19 0,006 – 0 – 0 – 

20 0,127 + 0 – 6,5 + 

21 0,302 + 2,4 + 4,3 + 

22 0,025 – 0,5 – 0,3 – 

Обозначения форматов ИХ (А) и (Б) – как на рис. 15. Интенсивность окрашивания 
тестовой зоны измерялась с помощью фотометра «Рефлеком». Измерения для 
проб, идентифицированных по результатам тестирования как положительные (А450 > 
0,1; интенсивность окрашивания > 0,6), выделены зеленой заливкой 

 

Общая оценка полученных результатов 

Предложена простая иерархическая классификация форматов 

гетерогенного иммуноанализа, основанная на общих признаках состава 

и порядка формирования иммунных комплексов. Показана ее 

пригодность применительно к иммунохроматографии и прогностическая 

эффективность при поиске решений по изменению аналитических 

характеристик. 

Разработан комплекс математических моделей, описывающих 

межмолекулярные взаимодействия и образование детектируемых 

комплексов в востребованных форматах иммунохроматографии.  

На основании изучения этих моделей установлены факторы, 

лимитирующие аналитические характеристики тест-систем. 

Сформулированы и экспериментально подтверждены рекомендации  

по снижению пределов обнаружения, повышению диагностической 

достоверности иммунохроматографии. 
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Глава 3. Свойства ультрадисперсных носителей и их 

функционирование в иммунохроматографических системах 

 

Общая характеристика исследований по данному направлению 

Нано- и субмикроразмерные частицы используются  

в иммунохроматографии в качестве выявляемых маркеров и носителей 

для иммунореагентов. Этот выбор упрощает аналитические методики, 

позволяя регистрировать формирование иммунных комплексов на 

мембранах в режиме реального времени – по оптическому или иному 

сигналу от связанного маркера. Большая суммарная площадь 

препаратов частиц ускоряет взаимодействия на их поверхности и 

обеспечивает экспрессность тестирования [20,21,61].  

Варианты маркеров в массово производимых тест-системах 

сводятся к наночастицам золота (НЧЗ) и окрашенным латексным 

частицам. Хотя для ряда альтернативных маркеров показаны 

существенные снижения ПрО – см. обзоры [62–67], связи параметров 

частиц и характеристик тест-систем с их использованием 

рассматриваются в единичных исследованиях [68–70] и не оформлены 

как универсальные выводы. Выбор размеров частиц, состава  

их конъюгатов с антителами, способа конъюгирования апеллирует  

к немногим рекомендациям [46,71], границы применения которых 

дискутируются. Разрознены и представления о том, в какой степени 

конъюгаты сохраняют реакционную способность антител и 

обеспечивают полное связывание аналита [72–74].  

Поэтому при рассмотрении ультрадисперсных частиц как реагентов 

для иммунохроматографии востребованы и характеристика новых 

препаратов, и изучение структурно-функциональных взаимосвязей. 

 

 

См. №№ C6, С24, С29, C32, С36, С38, С41, С43, С51, С54, С66, С76, С77, С79, С85, 
С91, С95, С109-С112, С115, С118 «Списка научных публикаций …» и №№ П10-П12 
«Списка патентов …» с указанием изданий и авторских коллективов. 
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Краткое изложение проведенных работ и полученных результатов 

Для синтезируемых и используемых в аналитических целях 

конъюгатов антител и белковых антигенов с наночастицами 

рассмотрены способы характеристики их состава, необходимые для 

корректного расчета параметров взаимодействий. Для минимизации 

артефактных воздействий и повышения точности измерений 

предложена методика, основанная на регистрации флуоресценции 

триптофановых остатков белков и предусматривающая учет отличий 

оптических свойств связавшихся и несвязавшихся молекул в разных 

средах (рис. 17).  
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гирование
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Рис. 17. Принцип измерения состава синтезируемых комплексов наночастица – 
антитело (на основании [C29]) 

 

Разработанные подходы были применены для характеристики 

адсорбционных комплексов наночастиц золота с иммуноглобулинами G 

и с бычьим сывороточным альбумином (БСА) – традиционным 

стабилизатором конъюгатов для иммунохроматографии. Установленные 

уровни связывания для наночастиц разного состава и при разных pH 

(таблица 4), сопоставленные с данными прямой регистрации изменений 
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размеров конъюгатов, позволили выявить условия монослойной и 

полислойной иммобилизации (рис. 18). Отмечена значительная степень 

обратимости связывания при формировании дополнительных слоев, 

начиная со второго, ухудшающая аналитические характеристики тест-

систем с использованием соответствующих конъюгатов. 

 

Таблица 4. Максимальные количества молекул белков, иммобилизуемые на 
поверхности одной НЧЗ (на основании [C80]) 

Белок БСА IgG 

Диаметр НЧЗ, нм 20 24 48 22 27 40 

рН 4–5 96 107 280 102 127 145 

рН 7 138 154 720 103 178 495 

рН 8 185 231 - 139 208 446 

рН 10 - - - 132 128 388 

 

НЧЗ

Монослой

Бычий сывороточный
альбумин

Полислои

5 7 8
рН

 

Рис. 18. Принципиальная схема взаимодействий при иммобилизации белковой 
молекулы на поверхности НЧЗ при разных рН (на основании [C80]) 

 

Установлено, что в ряде случаев содержание антител в конъюгате 

для «сэндвич»-иммунохроматографии может быть сокращено в 2–4 раза  

по сравнению с монослойной иммобилизацией без ухудшения 

аналитических характеристик. 

Показано, что такая же регистрация флуоресценции антигенов 

(белковых – благодаря наличию триптофана, а также ряда 
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низкомолекулярных антигенов) может быть применена для 

количественной оценки их связывания с конъюгатами антитело–

наночастица. На основании применения данного подхода обнаружено, 

что значительная часть иммуноглобулинов, адсорбционно 

иммобилизуемых на поверхность наночастиц, – от двух третей и более 

(см. табл. 5) – утрачивает функциональную активность. Установленное 

ограничение традиционного подхода к получению иммуноаналитических 

реагентов свидетельствует о востребованности систем с непрямой 

ориентированной иммобилизацией антител. 

 

Таблица 5. Количества антиген-связывающих сайтов в адсорбционных комплексах 
IgG–НЧЗ и их антиген-связывающая активность на примере С-реактивного белка  
(на основании [C115]) 

Средний 
диаметр НЧЗ, 

нм 

IgG на одну 
НЧЗ 

Валентностей 
IgG в 

конъюгате, нМ

Максимально
е связывание 

СРБ, нМ 

Доля активных 
валентностей 

IgG, % 

14,8 13,2 379 66,2 17,5 

23,5 28,1 191 41,4 21,6 

28,6 43,0 157 36,5 23,3 

34,0 73,0 153 33,8 22,1 

43,3 56,0 53,7 17,8 33,1 

54,5 84,9 37,4 12,7 34,0 

 
Рассмотрены вопросы сравнительной характеристики 

нанодисперсных частиц как носителей для иммунореагентов и как 

выявляемых маркеров. Установлены критерии, совокупность которых 

позволяет оценить возможности применения новых наночастиц  

в иммунохроматографии (рис. 19). Предложенный набор параметров 

обеспечивает возможность быстрой оценки свойств кандидатных частиц 

и их сравнения с традиционными маркерами на основании размерных и 

оптических характеристик, не требующих конъюгирования с антителами 

и последующего время- и трудоемкого выбора условий проведения 

иммунохроматографии с новыми реагентами. 
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Потенциал маркера (количественно)

1 Предел обнаружения маркера 
(из единицы объема) Знач.

2 Предел обнаружения маркера 
(с единицы площади)

Знач.

3
Число маркера, 
присоединяемого к одному 
иммунореагенту

Знач.

4 Изменения сигнала маркера 
при конъюгировании

Знач.

5 Усиление сигнала в 
аналитической системе

Знач.

Потенциал маркера (качественно)

6 Цена и доступность +/-

7 Простота конъюгирования +/-

8 Стабильность при хранении +/-

9
Возможность количественной
регистрации серийными 
приборами

+/-

10
Отсутствие влияния матрикса 
проб на сигнал маркера

+/-

 

Рис. 19. Предлагаемые критерии характеристики кандидатных наночастиц для 
оценки возможностей их применения в иммунохроматографии (на основании [C66]) 

 

Рассмотрен ряд альтернативных наночастиц-маркеров и их 

сочетаний, экспериментально изучено их применение  

в иммунохроматографии. Оценки достигнутых результатов суммированы 

в табл. 6.  

 
Таблица 6. Охарактеризованные варианты иммунохроматографических маркеров  

Наночастица-маркер Аналит(ы) 
Предел обнаружения: 

значение / выигрыш * 

Абляционное золото микотоксины 0,1 нг/мл  / в 100 раз 

Золотые наноцветы микотоксины 30 пг/мл / в 25 раз 

Золотые наноцветы микроцистин 0,1 нг/мл / в 2 раза 

Суперкруглые наночастицы золота тропонин I 1,2 нг/мл / в 8 раз 

Магнитные частицы микотоксины 0,05 нг/мл  

Квантовые точки антибиотики 0,1 нг/мл / в 24 раза 

Квантовые точки антибиотики 0,3 нг/мл / в 30 раз 

Квантовые точки антибиотики 0,2 нг/мл / в 50 раз 

Квантовые точки 
С-реактивный 

белок 
1 нг/мл / в 10 раз 
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Квантовые точки IgE 2 МЕ/мл / в 5 раз 

Квантовые точки + НЧЗ серодиагностика 
Разведение 1:20 000 /  

в 9 раз 

Сочетание нескольких видов 

функционализированных НЧЗ 
прокальцитонин 3 пг/мл / в 30 раз 

Сочетание нескольких видов 

функционализированных НЧЗ 
антибиотики 30 нг/мл / в 30 раз 

Магнитные и золотые наночастицы вирусы растений 0,25 нг/мл / в 30 раз 

НЧЗ (регистрация ГКР) линкомицин  1,4 фг/мл / в 100 000 раз 

* По сравнению с традиционной иммунохроматографией с использованием НЧЗ 
диаметром 20–40 нм, получаемых цитратным восстановлением соли золота. 
 

Полученные данные по характеристике иммунохроматографических 

тест-систем с альтернативными маркерами подтверждают:  

а) преимущества в этом качестве флуоресцентных наночастиц, 

коррелирующие с лучшим соотношением сигнал:фон, и б) возможности, 

обеспечиваемые комплексообразованием функционализированных 

наночастиц, но требующие высокой воспроизводимости условий 

взаимодействия реагентов в движущемся по мембранам потоке. 

В рамках характеристики альтернативных нанодисперсных маркеров 

проведен скрининг препаратов золотых наночастиц с развитой 

поверхностью (нанозвезд), получаемых при разных условиях 

двухстадийного синтеза (рис. 20, А). Отмечена возможность 

иммобилизации на их поверхности существенно большего числа 

антител, а также более медленное движение в потоке реагентов по тест-

полоске (рис. 20, Б), что в совокупности приводит к снижению пределов 

обнаружения до порядка по сравнению со сферическими НЧЗ. 
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Рис. 20. Электронные микрофотографии различных препаратов наноцветов (А) и 
динамика их связывания в тестовой зоне при проведении иммунохроматографии (Б). 
Для сравнения на рис. Б представлена черная кривая, полученная при 
использовании в иммунохроматографии обычных НЧЗ (на основании [C118]) 

 

Рассмотрены суперкруглые наночастицы золота (с минимальным 

варьированием соотношения большей и меньшей осей), получаемые 

путем двухстадийного синтеза с дополнительной модификацией 

поверхности. Показано, что для этих частиц снижается степень 

агрегации и неспецифического связывания с мембранами, что является 

лимитирующим фактором при применении в иммунохроматографии 

крупных НЧЗ, получаемых традиционным цитатным восстановлением 

соли золота.  

При сопоставлении адсорбционной и ковалентной иммобилизации 

антител на поверхностях обычных и суперкруглых НЧЗ показано  

8-кратное снижение ПрО в иммунохроматографии – см. таблицу 7.  

При этом в качестве оптимальных были выбраны суперкруглые НЧЗ  

со средним диаметром 64,5 нм, что существенно превосходит значения 

для обычных НЧЗ – 25–40 нм,. 
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Таблица 7. Пределы обнаружения тропонина I при использовании  
в иммунохроматографии различных НЧЗ (на основании [C85]) 

 Цитратные НЧЗ 

Средний диаметр  18,6 нм 21,5 нм 33,7 нм 39,5 нм 47,5 нм 

 ПрО, нг/мл 

Адсорбция 13,2±0,2 10,1±0,5 9,9±0,2 15,4±0,4 35,4±0,6 

Ковалентная 
иммобилизация 

13,4±0,6 12,5±0,4 12,7±0,1 20,3±0,3 >100 

 Суперкруглые НЧЗ 

Средний диаметр  20,2 нм 36,2 нм 48,7 нм 64,5 нм 90,4 нм 

 ПрО, нг/мл 

Адсорбция 2,9±0,1 3,3±0,3 2,7±0,2 2,0±0,1 4,7±0,2 

Ковалентная 
иммобилизация 

3,4±0,1 2,8±0,2 1,5±0,1 1,2±0,1 3,8±0,1 

Жирным шрифтом выделены ПрО выбранных для сравнения оптимальных НЧЗ двух типов. 

 

Отдельное внимание было уделено характеристике объединения  

в иммунохроматографии гомогенных и гетерогенных взаимодействий на 

примере нано- и субмикроразмерных частиц магнетита – оксида железа 

(II, III). Конъюгаты магнитных частиц с антителами диспергируются, 

инкубируются с пробой и отделяются из общего объема реакционной 

среды перед проведением иммунохроматографии (рис. 21).  

Конъюгат антител
 и магнитных частиц

Связывание 
аналита

Магнитное разделение

Концентрирование ИХ  

Рис. 21. Проведение иммунохроматографии с использованием магнитных частиц 
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Такие аналитические форматы объединяют преимущества 

традиционно противопоставляемых гомогенных аналитических методов 

с короткими стадиями и простой реализацией, но со сравнительно 

высокими пределами обнаружения аналитов, и более длительных и 

трудоемких, но и более чувствительных гетерогенных методов. 

Иммунохроматография с магнитными частицами, реализованная  

в диссертационном исследовании для микотоксинов и фитопатогенов в 

качестве аналитов, характеризуется следующими достоинствами: 

• устранение диффузионных ограничений, возникающих в гетерогенных 

аналитических методах; 

• увеличение площади контакта компонентов тестируемой пробы  

с антителами; 

• сбор молекул аналита из существенно большего объема пробы  

по сравнению с объемом жидкости, впитываемым тест-полоской; 

• простое и быстрое отделение иммунных комплексов  

от непрореагировавших молекул при наложении магнитного поля; 

• устранение компонентов проб, потенциально влияющих  

на регистрацию результатов; 

• концентрирование перерастворяемого препарата в малом объеме  

для снижения предела обнаружения. 

Показано, что магнитное концентрирование позволяет снизить 

предел обнаружения до 50 раз с сохранением полноты выделения 

аналита из проб (рис. 22).  

А Б
Т-2 токсин, нг/мл Зеараленон, нг/мл

Рис. 22. Иммунохроматография с использованием магнитного концентрирования. 
Инструментальные пределы обнаружения микотоксинов Т-2 токсина и зеараленона 
снижаются в 10–50 раз – до 0,1 и 0,05 нг/мл, соответственно (на основании [C38]) 
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Дополнительным достоинством такого формата 

иммунохроматографии является стабилизация молекул 

иммуноглобулинов при их иммобилизации на магнитных частицах, 

предотвращающая денатурацию под действием органических 

растворителей – общепринятых экстрагентов для антигенов с низкой 

водорастворимостью – и тем самым позволяющая минимизировать 

разведения проб при тестировании с соответствующим снижением 

пределов обнаружения аналитов (рис. 23).  
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Рис. 23. Влияние концентрации метанола на характеристики 
иммунохроматографического обнаружения Т-2 токсина. (А) Интенсивность 
окрашивания тестовой зоны в отсутствие аналита. (Б) Пределы обнаружения Т-2 
токсина в реакционной среде (фиолетовые столбцы) и из расчета на грамм пробы 
(красные столбцы) (на основании [C38]) 
 

Отметим, что оптические свойства магнитных наночастиц позволяют 

наносить получаемый при перерастворении осадка раствор на тест-

полоску, не прибегая к элюции связанного антигена и непосредственно 

регистрируя связывание магнитных частиц в тестовой зоне.  

Помимо такого варианта проведения иммунохроматографии, было 

предложено альтернативное решение, состоявшее в сочетании 

функционализированных магнитных и золотых частиц. При этом в ходе 

иммунохроматографии образуются агрегаты частиц,, что усиливает 

оптический сигнал от одного иммунного комплекса и снижает предел 

обнаружения аналита. 
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Общая оценка полученных результатов 

Разработаны методики характеристики состава и функциональной 

активности конъюгатов наночастиц с антителами, применённые  

для сравнительной оценки препаратов разного состава на основе 

нанодисперсного золота и выявления наиболее эффективных 

аналитических реагентов.  

Предложена система критериев для быстрой оценки возможностей 

ультрадисперсных частиц – кандидатных компонентов 

иммунохроматографических систем, не требующей проведения всего 

комплекса экспериментов по получению специфических реагентов  

и реализации иммунохроматографии с их использованием. С учетом 

данных критериев проведена характеристика ряда новых препаратов 

наночастиц–маркеров, экспериментально подтверждены их преимущества  

в реализованных иммунохроматографических тест-системах.  

Изучены возможности магнитных частиц как реагентов, эффективно 

объединяющих использование гомогенных и гетерогенных взаимодействий 

при проведении иммунохроматографии и обеспечивающих тем самым 

сочетание экспрессности тестирования и низких пределов обнаружения 

аналитов. 
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Глава 4. Селективность иммуноопределения по отношению  

к структурно близких соединениям 

 

Общая характеристика исследований по данному направлению 

Ограниченная селективность традиционно отмечается как 

характерная особенность иммуноанализа. Рассмотрение 

взаимодействия антител со структурно близкими соединениями дает 

ряд значений перекрестной реактивности. В результате данные  

о количестве образовавшихся иммунных комплексов не позволяют 

установить концентрацию аналита, если проба содержит смесь его 

аналогов и метаболитов [75]. С учетом этих ограничений при контроле 

экотоксикантов, фармпрепаратов и многих других соединений 

иммунохимические методы используются для первичного скрининга  

с подтверждением инструментальными, прежде всего – 

хроматографическими методами [76–78]. Не отвергая данную иерархию, 

отметим необходимость управления селективностью иммунореагентов  

и аналитических методов с их использованием. Эффективные решения 

этих задач, учитывающие практические требования к выявлению 

структурно близких соединений, уменьшат долю ошибок при 

иммунохимических тестированиях и повысят точность получаемых 

количественных результатов [79,80].  

Подходы, доминирующие при реализации индивидуального или 

групп-специфического иммуноанализа, основаны на эмпирическом 

опыте по выбору иммуногенов, сочетаниям конкурирующих реагентов  

и др. [81–83]. Поэтому использование для управления селективностью 

средств теоретической характеристики пространственных структур  

и биоаналитических взаимодействий, начатое в работах Wang S., Jiang 

Y., Lei H.T., Holmes T.H. [84–88], представляется крайне 

востребованным. 

  

См. №№ С28, С58, С72, С90, С117, С120 «Списка научных публикаций …» 
с указанием изданий и авторских коллективов. 
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Краткое изложение проведенных работ и полученных результатов 

Теоретически и экспериментально охарактеризована зависимость 

кросс-реактивности конкурентного иммуноанализа от концентраций и 

соотношения реагентов, позволяющая с одними и теми же антителами 

обеспечивать разные уровни селективности.  

Проведено моделирование иммуноанализа для антигенов, 

отличающихся по кинетическим константам взаимодействия. 

Полученные результаты (см. для примера рис. 24 и табл. 8) 

подтверждают, что перекрестная реактивность (CR) не является 

собственным свойством иммунореагентов, а зависит от количеств 

антител и конкурирующего с пробой иммобилизованного или меченого 

антигенного препарата и их соотношения. При этом выбор концентраций 

лимитируется возможностями достоверного выявления маркера.  
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Рис. 24. Теоретические концентрационные зависимости сигнала в конкурентном 
иммуноанализе трех перекрестно реагирующих антигенов при эквимолярном (А)  
и неэквимолярном (Б) соотношении антител и конкурирующего с пробой антигена 
(на основании [C117]) 
 
Таблица 8. Уровни перекрестной реактивности для вариантов иммуноанализа (А)  
и (Б), представленных на рис. 24 (на основании [C117]) 

 
Анализ (А) Анализ (Б) 

IC50, нМ CR, % IC50, нМ CR, % 

Аналит I (Kd = 0,1 нМ) 1,6 100 17,5 100 

Аналит II (Kd = 1 нМ) 3,0 53 17,9 98 

Аналит III (Kd = 10 нМ) 12,4 13 26,0 67 
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Рассмотрение результатов моделирования позволяет сделать 

следующие выводы: 

Если требуется узкая селективность иммуноанализа, необходимо 

уменьшить концентрации антител и модифицированных конкурирующих 

антигенов и приблизить их мольное соотношение к 1:1. Чтобы такое 

снижение не мешало точной регистрации сигнала, следует использовать 

маркер, выявляемый при низких концентрациях. 

Если нужно расширить селективность иммуноанализа, то требуются 

противоположные действия — увеличение концентраций антител  

и модифицированных конкурирующих антигенов и их использование  

в неэквимолярном соотношении. Если при этом затрудняется оценка 

количества образующихся иммунных комплексов, то оправдана замена 

маркера на другой, обнаруживаемый при более высоких концентрациях. 

При этом действия по увеличению кросс-реактивности могут вызвать 

рост минимальной выявляемой концентрации аналита. Однако в ряде 

случаев имеющийся запас ПрО позволяет сохранить практическую 

функциональность используемых иммуноаналитических методов. 

Описанные закономерности подтверждены экспериментально  

для сульфонамидов и фторхинолонов в качестве аналитов, в том числе 

при рассмотрении иммуноферментного и поляризационного 

флуоресцентного иммуноанализа, что свидетельствует о независимости 

проявляющихся эффектов от типа маркеров и режимов взаимодействия 

реагентов. 

Кроме того, в рамках изучения способов управления 

иммунохимическим выявлением структурно близких соединений изучено 

влияние структуры и аффинности конкурентного гаптена, а также 

отличия в селективности, обеспечиваемые гетерологичным 

иммуноанализом, в котором иммуноген и конкурент отличаются  

по способу модификации гаптена. 
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На примерах пестицидов и антибиотиков предложен и реализован 

ряд способов воздействия на селективность иммуноаналитических 

методов: 

 трансформация содержащегося в тестируемой пробе гаптена  

в конъюгат гаптен-носитель; 

 иммунное распознавание общего структурного элемента соединений 

определенного химического класса; 

 выявление как нативных, так и частично метаболизированных 

молекул бета-лактамных антибиотиков, обеспечиваемое 

размыканием лактамного кольца при пробоподготовке. 

Для двух семейств соединений – сульфонамидов и триазинов – 

проведено выявление факторов, определяющих эффективность их 

иммунохимического выявления, с использованием алгоритмов QSAR–

анализа. Выявлены основные структурные элементы молекул, 

влияющие на селективность иммунного распознавания. 

Так, например, для триазинов установлено, что их взаимодействие  

с антителами определяется наличием изопропиламиногруппы в 

положении С6, хлора в положении С2 и анилинового заместителя  

в положении С4, а также отличиями электростатических взаимодействий 

и водородных связей для заместителей в положении С4 (рис. 25). 
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Рис. 25. Варьируемые структурные элементы триазиновых пестицидов и их 
производных, рассмотренные в рамках QSAR-характеристики их иммунохимического 
выявления (на основании [C72]) 
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Показана эффективность прогнозирования связывания антител  

с триазиновыми гаптенами, основанного на учете установленных 

структурных характеристик; коэффициент корреляции расчетных и 

экспериментальных значений IC50 составил 0,966 (рис. 26). 
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Рис. 26. Корреляция экспериментально полученных (ось абсцисс) и предсказанных  
с помощью QSAR-анализа (ось ординат) величин IC50, отражающих 
иммунохимическую кросс-реактивность триазиновых гербицидов (на основании 
[C72]) 

 

Общая оценка полученных результатов 

В рамках исследования рассмотрены различные подходы, 

обеспечивающие управление селективностью иммунохимического 

выявления структурно близких соединений и его приближение либо  

к индивидуальному обнаружению одного целевого соединения, либо к 

контролю суммарного содержания всех совокупности его структурных 

аналогов. На основании теоретического и экспериментального изучения 

показано, что такая модуляция селективности может быть осуществлена 

даже для одних и тех же иммунореагентов – посредством изменения  
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их используемых количеств и соотношения. Рассмотрены возможности 

управления селективностью при выборе структуры гаптенов в составе 

иммуногена и антигенного препарата, конкурирующего при проведении 

иммуноаналмза. Предложены способы модификации аналита  

при пробоподготовке и проведении иммуноанализа, влияющие на 

эффективность и селективность его иммунохимического обнаружения. 

Рассмотрено применение QSAR-анализа для выявления основных 

структурных элементов химически близких соединений, определяющих 

эффективность их связывания с антителами. 
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Глава 5. Разработка и характеристика мультиплексных 

иммунохроматографических систем 

 

Общая характеристика исследований по данному направлению 

Расширение знаний о маркерах патологий и дисфункций, а также  

о токсичных контаминантах вызывает необходимость 

производительного быстрого контроля многих соединений [89,90]. Такие 

разработки развиваются для иммуночипов, цитометрического, 

микрофлюидного иммуноанализа и ИФА [91–94], но требуют сложного 

оборудования при иммобилизации реагентов и проведении измерений. 

В ИХ применение серий автономных тест-полосок, обеспечивая 

мультианализ, пропорционально увеличивает трудозатраты и расход 

реагентов и комплектующих. Более эффективны подходы, основанные 

на проведении различных взаимодействий в общем объеме. Варианты 

такой мультиплексной иммунохроматографии описаны в статьях 

Gantelius J., De Saeger S. и других авторов [27,95–98], но 

ограничиваются частными демонстрациями успешности предлагаемых 

систем. При этом в мультиплексной иммунохроматографии ПрО может 

ухудшаться по сравнению с индивидуальным выявлением аналитов,  

а выбор оптимальной локализации зон связывания сопряжен  

с трудоемким экспериментальным рассмотрением большого числа 

комбинаций [99]. Кроме того, использование в ИХ капиллярных сил, 

обеспечивающих движение жидкости по порам мембран, ограничивает 

размеры тест-полосок, число располагающихся на них зон связывания и, 

соответственно, одновременно определяемых соединений. 

Изложенные соображения определяют востребованность изучения 

закономерностей мультиплексной иммунохроматографии и создания 

новых тест-систем, в которых преодолеваются указанные ограничения. 
 

См. №№ С19, С30, С35, С44, С56, С70, С73, С74, С78, С81, С87 «Списка научных 
публикаций …» с указанием изданий и авторских коллективов. 
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      Краткое изложение проведенных работ и полученных результатов 

Установлены концентрационные и кинетические зависимости 

формирования выявляемых иммунных комплексов в мультиплексной 

иммунохроматографии при последовательном расположении зон 

связывания с иммунореагентами разной специфичности. Реализованы 

тест-системы для одновременного выявления и оценки содержания 

нескольких антибиотиков и кардиомаркеров – см. для примера рис. 27.  
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Рис. 27. Использование разработанной мультиплексной тест-системы для 
одновременного выявления тропонина I (ТрI), белка, связывающего жирные кислоты 
(БСЖК), и С-реактивного белка (СРБ) в пробах крови с разными сочетаниями 
данных аналитов; К – контрольная зона, Т1–Т3 – тестовые зоны (на основании [C44]) 

 

Показано, что аналитические характеристики мультизонной 

иммунохроматографии зависят от расположения зон  

с иммобилизованными реагентами разной специфичности. Локализация 

этих зон определяет время взаимодействия иммунореагентов в потоке 

при движении от старта до тестовой зоны. К тому же скорость движения 

потока по мере удаления от старта замедляется, что влияет на 

продолжительность связывания иммобилизованных в тестовой зоне  

и движущихся с потоком реагентов. Поэтому разные сочетания 
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реагентов в мультизонной иммунохроматографии отличаются  

по интенсивностям сигнала и пределам обнаружения аналитов.  

С ростом количества одновременно контролируемых реагентов (n) 

число последовательностей тестовых зон возрастает как n! (например, 

для пяти реагентов – 120 вариантов), что делает экспериментальную 

проверку всех возможных комбинаций крайне трудоемкой. 

Для преодоления этого ограничения рассмотрены отличия 

сочетаний антиген–антитело по кинетике связывания. Показано, что  

в зависимости от количественных характеристик взаимодействия и 

скорости достижения химического равновесия пары иммунореагентов 

подразделяются на чувствительные и нечувствительные к смещению 

зоны связывания (рис. 28). На основании экспериментальной 

характеристики иммунореагентов для обнаружения антибиотиков 

реализована мультиплексная тест-система, в которой для всех аналитов 

сохраняются пределы обнаружения монопараметрических тест-систем. 

0.1 1 10 100
0

5

10

15

20

25

30

35

40

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 о

кр
аш

ив
ан

ия
, о

тн
. е

д.

Тетрациклин, нг/мл

4 мм

11.5 мм

19 мм

0.1 1 10 100
0

2

4

6

8

10

12

14

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 о

кр
аш

ив
ан

ия
, о

тн
. е

д.

Хлорамфеникол, нг/мл

 

4 мм

11.5 мм

19 мм

А Б
 

Рис. 28. Концентрационные зависимости конкурентной иммунохроматографии 
тетрациклина (А) и хлорамфеникола (Б) при разных положениях зон связывания  
на тест-полоске. Указанные для кривых величины 4, 11,5 и 19 мм соответствуют 
расстояниям от начала рабочей мембраны до тестовой зоны (на основании [C82]) 

 

Отмечено, что использование в мультизонной 

иммунохроматографии маркеров с разными оптическими 

характеристиками обеспечивает простую идентификацию 

формирующихся зон связывания, не требующую оценки их 



62 
 

 

расположения. Так, для трех антибиотиков и трех видов квантовых точек 

(ядро – CdSe, оболочка – ZnS) с разными спектрами флуоресценции 

реализована соответствующая мультиплексная тест-система (рис. 29). 

Зоны:

ОФЛ -
ХФ -
СТМ -

ОФЛ +
ХФ -
СТМ -

ОФЛ -
ХФ +
СТМ -

ОФЛ -
ХФ -
СТМ +

 ОФЛ

 ХФ

 СТМ

нмИ
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

, %

А Б  

Рис. 29. Спектры флуоресценции трех видов квантовых точек (А) и 
иммунохроматография антибиотиков офлоксацина (ОФЛ), хлорамфеникола (ХФ)  
и стрептомицина (СТМ) с их использованием (Б) (на основании [C30]) 

 

С учетом ограниченных размеров иммунохроматографических тест-

систем рассмотрены возможности миниатюризации зон связывания. 

Предложен формат двумерной иммунохроматографии с нанесением  

на рабочую мембрану упорядоченных массивов точек иммунореагентов 

разной специфичности (рис. 30), позволяющий формировать на одной 

тест-полоске несколько десятков участков для реализации разных 

вариантов взаимодействий – тестовые и контрольные зоны для разных 

аналитов, контроль превышения нескольких пороговых уровней  

для одного соединения, повторности для количественного измерения 

концентраций антигенов. Разработаны и апробированы системы 

двумерной иммунохроматографии для выявления и оценки содержания 

психоактивных веществ (конкурентный формат, до 4 антигенов), 

вирусных и бактериальных фитопатогенов («сэндвич» формат, до 10 

антигенов). Показана интеграция в этих системах преимуществ 

иммуночипов (производительный одновременный контроль многих 

аналитов) и иммунохроматографии (экспрессное простое тестирование). 
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Рис. 30. Принцип двумерной иммунохроматографии (А) и его применение  
для выявления шести вирусных и четырех бактериальных патогенов картофеля (Б) 
(на основании [C19,C35]) 

 

Для высокоэкспрессной мультиплексной иммунохроматографии 

использовано ламинарное течение реагентов по порам рабочей 

мембраны. С учетом этой особенности все реагенты нанесены  

на рабочую мембрану с формированием вертикальных рядов точек 

(конъюгат антитело–наночастица, специфические антитела тестовой 

зоны, антивидовые антитела контрольной зоны) для независимых 

процессов одновременного выявления нескольких аналитов (рис. 31, А). 

Ускорение контакта пробы с иммунореагентами из-за уменьшения числа 

мембранных компонентов и быстрого вымывания конъюгата позволяет 

проводить тестирование в течение 1–1,5 мин. Данный принцип 

реализован для контроля биомаркеров инфаркта миокарда и 

воспалительных процессов (рис. 31, Б). Показана применимость такой 

мультитрековой иммунохроматографии для проб крови, подготовка 

которых к тестированию ограничивается адсорбцией интерферирующих 

компонентов на стартовой впитывающей мембране непосредственно  

в ходе иммунохроматографии. 
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Рис. 31. Принцип мультитрековой иммунохроматографии (А) и его применение (Б) 
для одновременного контроля трех биомаркеров – миоглобина (М), С-реактивного 
белка (С) и Д-димера (Д) (на основании [C73]) 

 

Отмечено, что в ряде случаев проведение мультианализа не 

сопряжено с необходимостью выявления каждого из контролируемых 

соединений, так как действия по результатам тестирования не зависят 

от индивидуальных особенностей аналитов или же идентификация 

может быть перенесена на повторное тестирование небольшого числа 

проб, положительных по результатам первичного тестирования. Для 

такого первичного скрининга пораженности растения хотя бы одним из 

наиболее распространенных патогенов предложен «тревожный» 

иммунохроматографический тест, в котором используется конъюгат 

наночастицы–маркера со смесью антител разной специфичности (рис. 

32). Показана его эффективность при мониторинге до шести патогенов 

картофеля. 
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Мульти-
специфичный

конъюгат

Наличие патогенов ТРЕВОГА

СИГНАЛЬНЫЙ
тест

Конъюгат НЧЗ со смесью 5-6 антител
 разной специфичности

Вирус ПрО, нг/мл
ХВК 15
МВК 15
Y0BK 30
YNBK 30
SBK 30
ВСЛК 30

1 2 3 4 5

А Б  

Рис. 32. Принцип «тревожного» иммунохроматографического теста для контроля 
присутствия в пробе одного или нескольких аналитов без их идентификации (А)  
и результаты его применения при мониторинге фитопатогенов (Б) (на основании 
[C78]) 

 

Общая оценка полученных результатов 

Изучены кинетические особенности взаимодействий иммунореагентов  

в мультизонной иммунохроматографии, обусловленные разной 

локализацией зон связывания. С их учетом разработаны подходы к выбору 

расположения реагентов, сохраняющему аналитические характеристики 

монопараметрических систем при переходе к мультианализу. Предложены 

оригинальные способы производительной одновременной 

иммунохроматографии большого числа аналитов. Универсальность данных 

подходов позволяет использовать их для решения различных задач, 

требующих экспрессного выявления и оценки содержания многих аналитов 

в пробе. 
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Глава 6. Способы изменения пределов обнаружения 

иммунохроматографических систем 

 

Общая характеристика исследований по данному направлению 

В последние годы наблюдается бум разработок 

иммуноаналитических систем со все более и более низкими пределами 

обнаружения. В ведущих профильных журналах доминируют описания 

новых маркеров, новых схем образования регистрируемых комплексов и 

усиления сигнала, направленных на достижение рекордных минимумов 

выявляемых концентраций аналитов – см. недавние обзоры [25,26,100–

103]. Однако этот бум не привел к существенным изменениям 

аналитических технологий, используемых в массовой практике. Причина 

такого разрыва – в разрозненности работ по созданию новых 

иммуноаналитических форматов, отсутствии доказательного выявления 

факторов, обеспечивающих их преимущества, проверок результатов 

приоритетных разработок для других аналитов. Теоретические оценки 

возможностей иммунохимического выявления низких концентраций 

аналитов, проведенные Jackson T.M. и Ekins R.P [104] и Taylor J.  

с соавт. [105], не учитываются при рассмотрении новых разработок. 

В этой связи важно понимать, влияют ли предлагаемые изменения 

на те параметры межмолекулярных взаимодействий и процессов 

генерации сигнала, которые являются лимитирующими для данных 

аналитических систем [106,107]. Поэтому проведенные разработки 

новых способов снижения пределов обнаружения основывались  

на общих закономерностях, установленных при изучении 

иммунохроматографических систем. 
 

См. №№ C7, C9, С11, С22, С33, С37, С45, С46, С49, С50, С59-С62, С65, С66, С74, 
С82, С93, С94, С101, С114, С119 «Списка научных публикаций …» и №№ П5-П7, 
П14, П19, П20, П21, П23-П25 «Списка патентов …» с указанием изданий и 
авторских коллективов. 
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       Краткое изложение проведенных работ и полученных результатов 

Предложено разделение способов воздействия на параметры ИХ на 

пять групп, соответствующих последовательности расположения 

компонентов тест-системы и происходящих в ней процессов и 

обеспечивающих улучшение аналитических характеристик посредством 

изменений в (1) подготовке пробы, (2) используемом рецепторном 

реагенте, (3) условиях взаимодействий в ходе иммунохроматографии, 

(4) генерации регистрируемого сигнала, (5) обработке и интерпретации 

получаемых результатов – см. рис. 33. 

Правильный
образец

Правильный
рецептор

Правильное
взаимодействие

Правильный
сигнал

Правильный
результат  

Рис. 33. Пять групп способов воздействия на параметры иммунохроматографии, 
локализованных во времени и в пространстве (на основании [C66]) 

 

Рассмотрены лимитирующие факторы процессов, относящихся  

к разным стадиям проведения иммунохроматографию. На основании  

их изучения и количественной оценки предложен ряд решений, 

обеспечивающих снижение пределов обнаружения аналитов: 

– перевод взаимодействия аналита и меченных наночастицами 

антител за пределы мембран тест-полоски – прединкубация с пробой 

коллоидного раствора конъюгата; 

– управление динамикой высвобождения меченых наночастиц 

(замедленное движение, обеспечивающее связывание антител с 

антигеном во всем объеме пробы) посредством нанесения на мембрану 
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для конъюгата длительно растворяющихся реагентов и использования 

дополнительных мембран; 

– сочетание нескольких видов функционализированных наночастиц 

или наночастиц и связывающих их реагентов для формирования в 

тестовой зоне агрегатов с усилением регистрируемого сигнала (рис. 34); 

Биотин - БСА

Биотинилированные
антитела

Стрептавидин-НЧЗ

Без усиления

Стрептомицин, нг/мл

С усилением

 
 
Рис. 34. Сборка комплексов функционализированных наночастиц в тестовой зоне 
как средство изменения предела обнаружения иммунохроматографии (на основании 
[C50,C81]) 
 

– использование взаимодействия специфических и антивидовых 

антител для агрегации их конъюгатов с наночастицами в тестовой зоне; 

– изменение ширины потока при движении реагентов по тест-

полоске с целью концентрирования компонентов выявляемых меченых 

комплексов в узкой зоне связывания; 

– пропускание по тест-полоске нескольких потоков жидкости для 

последовательного формирования выявляемых комплексов и 

эффективного удаления непрореагировавших компонентов; 

– использование для усиления оптического сигнала в тестовой зоне 

ферментов, иммобилизуемых на наночастицах и трансформирующих 

хромогенные субстраты. 



69 
 

 

– увеличение размеров наночастиц золота в составе выявляемых 

иммунных комплексов, обеспечиваемое восстановлением на их 

поверхности солей серебра или золота (рис. 35). 

 

Рис. 35. Сканирующая электронная микроскопия рабочей нитроцеллюлозной 
мембраны при проведении иммунохроматографии фитопатогена Ralstonia 
solanacearum до (вверху) и после (внизу) роста связанных с иммунными 
комплексами наночастиц золота при восстановлении соли золота. Справа – 
увеличенные участки микрофотографий, расположенных слева от них (на основании 
[С61]) 

 

Проведено сопоставление разных видов наночастиц в качестве 

нанозимов, катализирующих окислительно-восстановительные реакции. 

Показана толерантность активности нанозимов к высоким 

концентрациям пероксида водорода, обеспечивающая их эффективное 

применение в иммунохроматографии при работе с растительными 

пробами. 

Изучено влияние способов получения би- и триметаллических 

наночастиц (Au@Ag, Au@Pt, Au@Ag@Pt) – нанозимов на их структуру  
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и каталитические свойства. Для оптимальных маркерных препаратов  

при выявлении фитопатогенов и антигена вируса SARS-CoV-2 

установлено снижение пределов обнаружения иммунохроматографии  

в 200–500 раз по сравнению с традиционной колориметрией наночастиц 

золота (рис. 36, 37). 

Рис. 36. Электронная микрофотография Au@Pt наночастиц (А). Результаты 
иммунохроматографического контроля Х-вируса картофеля с использованием НЧЗ 
(Б) и Au@Pt наночастиц до (В) и после (Г) нанозимной реакции (1–19 – 
последовательные разведения положительной пробы, 0 – отрицательная проба)  
(на основании [C111]) 
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Усиление Ag
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Гальваническое осаждение Au

RBD, нг/мл
 

Рис. 37. Концентрационные зависимости иммунохроматографического выявления 
RBD антигена вируса SARS-CoV-2 при использовании разных вариантов 
модификации наночастиц–маркеров (на основании [C109]) 
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Охарактеризованы возможности видеоцифровой регистрации 

результатов иммунохроматографии. Изучено ее применение для 

объективной интерпретации результатов и количественной оценки 

содержания аналитов, отличительные особенности инструментального 

выявления низких концентраций аналитов в конкурентных и «сэндвич» 

форматах иммуноанализа. 

Рассмотрены аналитические задачи, требующие не рекордных 

пределов обнаружения, а контроля превышения определенного уровня 

концентрации аналита. Для этих целей предложено:  

– использование зон связывания, отличающихся по содержанию  

и аффинности иммобилизуемых иммунореагентов и благодаря этому 

позволяющих контролировать несколько пороговых концентраций 

аналита; 

– варьирование состава конъюгатов антигенный гаптен – белковый 

носитель и антитело – наночастица для сдвига предела обнаружения  

и диапазона определяемых концентраций (рис. 38); 

 

Рис. 38. Оценка изменения состава конъюгатов антитело–наночастица как средства 
воздействия на предел обнаружения и рабочий диапазон иммунохроматографии  
(на основании [C33,C83]) 
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– сдвиг порогового уровня качественной (визуальной) оценки 

наличия аналита добавлением его к пробе или нанесением  

на начальные участки тест-полоски в фиксированной концентрации, 

меньшей по сравнению с пороговой. 

Показана эффективность описанных выше решений  

при иммунохроматографическом выявлении различных низко-  

и высокомолекулярных аналитов. Разработаны методики тестирования, 

исключающие влияние компонентов биопроб на процессы, которые 

изменяют аналитические характеристики иммунохроматографии. 

Получены патенты на ряд решений, предложенных в ходе 

диссертационного исследования. 

 

Общая оценка полученных результатов 

Разработан комплекс способов снижения пределов обнаружения 

аналитов, систематизированных в соответствии с их воздействием  

на разные этапы проведения иммунохроматографии. Тем самым 

становится возможной количественная оценка принципиальных 

преимуществ новых форматов иммунохроматографии, отделенная  

от свойств реагентов определенной селективности. Предложен ряд 

подходов, обеспечивающих минимизацию пределов обнаружения  

в иммунохроматографии или соответствие пороговых уровней тест-

систем наиболее информативной дифференциации положительных  

и отрицательных проб. 
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Глава 7. Разработка, характеристика и апробация тест-систем  

для обнаружения антигенов разных классов 

 

Общая характеристика исследований по данному направлению 

На сегодняшний день потребителям доступны тысячи тест-систем 

многих производителей для проведения иммунохроматографических 

тестирований (см. сводные данные на сайтах http://www.biocompare.com; 

https://www.antibodies-online.com), охватывающих все практически 

востребованные аналиты и позволяющих выявлять их в необходимых 

концентрационных диапазонах. Возникающие новые социальные  

заказы быстро удовлетворяются – см. для примера иммунодиагностику 

COVID-19 [12,108–110]. 

Однако, несмотря на накопленный опыт, разработка 

иммунохроматографических систем по-прежнему трактуется как 

определенное искусство. Даже наиболее подробные рекомендации [46, 

64,111,112] не претендуют на однозначные алгоритмы гарантированного 

перехода от исходных реагентов к эффективно работающей системе. 

Особенности объектов разработки часто требуют дополнительных 

исследований, усложняя и замедляя достижение конечной цели. 

Поэтому важной частью исследований, представленных в диссертации, 

является апробация разрабатываемых тест-систем на 

репрезентативных выборках биопроб. Ее результаты позволят оценить 

эффективность предложенных способов совершенствования 

иммунохроматографии, а также учесть требования к реагентам  

и условиям тестирования, предъявляемые исходя из особенностей 

различных контролируемых соединений и видов проб. 
 

См. №№ C1-C7, C9-С12, С15-С17, С19, С21-С25, С30-С32, С34, С35, С38, С40, 
С42, С47, С49, С50, С52, С53, С55-С57, С59-С63, С67-С71, С74-С80, С82-С84, С86-
С89, С91-С94, С97-С100, С102-С111, С113, С114 «Списка научных публикаций …» 
и №№ П1-П4, П8, П9, П13, П15-П18, П22, П23 «Списка патентов …» с указанием 
изданий и авторских коллективов. 
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Краткое изложение проведенных работ и полученных результатов 

Разработаны и апробированы экспрессные аналитические системы 

для решения ряда задач медицинской и агротехнической диагностики, 

контроля качества и безопасности потребительской продукции, оценки 

загрязнённости окружающей среды. Определяемые аналиты 

существенно отличались по размерам, иммунохимическим и физико-

химическим свойствам, что позволило оценить универсальность 

решений, предложенных в диссертационной работе для обеспечения 

высокочувствительной и производительной иммунохроматографии. 

Проведенные работы включали: 

 получение и характеристику реагентов – компонентов тест- систем; 

 выбор наиболее эффективных протоколов пробоподготовки; 

 оптимизацию условий проведения иммунохроматографии – выбор 

концентраций и состава реагентов, режимов их нанесения  

на мембраны тест-полоски, стабилизирующих реагентов, 

дополнительных обработок мембран; 

 описание формирования иммунных комплексов при разных условиях 

взаимодействия при проведении иммунохроматографии; 

 метрологическую характеристику тест-систем (пределы обнаружения, 

рабочие диапазоны, воспроизводимость количественных измерений); 

 оценку селективности тест-систем по отношению к структурным 

аналогам и метаболитам определяемых соединений; 

 оценку стабильности аналитических характеристик тест-систем  

при разных режимах их хранения; 

 оценку полноты выявления целевых аналитов при тестировании 

разных матриксов; 

 характеристику применения разработанных систем к реальным 

пробам, в том числе сравнение с альтернативными методиками. 

Результаты разработок суммированы в табл. 9. 
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Таблица 9. Основные характеристики разработанных иммунохроматографических 
систем 

Аналит Аналитический метод,  
его особенности  

Предел  
обнаружения 

Пестициды / пробы растительных сельскохозяйственных культур и соков, модельные 
растворы 

2,4-дихлорфенокси- 
уксусная кислота 

ИХ с НЧЗ 12 нг/мл 

Атразин ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Поверхностно активные вещества ./ пробы бытовых и сточных вод 

Бисфенол А ИХ с НЧЗ 0,1 пг/мл 

Микотоксины / пробы зерновой сельскохозяйственной продукции, детского питания 

Охратоксин А  ИХ с НЧЗ 5 нг/мл 

Афлатоксин В1 ИХ с НЧЗ 160 пг/мл 

Зеараленон ИХ с НЧЗ 5 пг/мл  

Т-2 токсин  ИХ с НЧЗ 0,05 нг/мл 

Дезоксиниваленол ИХ с НЧЗ 125 нг/мл  
(2,2 мкг/г) 

Фумонизин В1 ИХ с НЧЗ 0,6 нг /мл 

Антибиотики и бактериостатики / пробы молока, мяса, мёда, контроль в крови 
пациентов 

Хлорамфеникол ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Хлорамфеникол ИХ с квантовыми точками 0,1 нг/мл 

Ампициллин ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Стрептомицин ИХ с НЧЗ 15 нг/мл 

Офлоксацин ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Ципрофлоксацин ИХ с НЧЗ 10 пг/мл 

Тетрациклин ИХ с НЧЗ 0,4 нг/мл 

Бацитрацин ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Амфеникол ИХ с НЧЗ 0,5 нг/мл 

Тилозин ИХ с НЧЗ 0,09 нг/мл 

Линкомицин ИХ с НЧЗ 8 пг/мл 

Неомицин ИХ с НЧЗ 0,1 нг/мл 

Пищевые красители / пробы пищевых продуктов 

Судан I ИХ с НЧЗ 2,5 нг/мл 

Бета-агонисты / пробы мяса 

Рактопамин ИХ с НЧЗ 0,05 нг/мл 
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Сальбутамол ИХ с НЧЗ 0,08 нг/мл 

Фитотоксины / контроль растительных экстрактов 

Колхицин ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Фикотоксины / пробы рыбы и морепродуктов 

Микроцистин ИХ с НЧЗ 0,2 нг/мл 

Психоактивные вещества / контроль в моче пациентов 

Морфин Мульти-ИХ  3,5 нг/мл 

Кокаин Мульти-ИХ 7,5 нг/мл 

Амфетамин Мульти-ИХ 1,5 нг/мл 

Метамфетамин Мульти-ИХ 27,5 нг/мл 

Кардиомаркеры / контроль в крови пациентов 

Тропонин I ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Д-димер ИХ с НЧЗ 100 нг/мл 

Белок, связывающий 
жирные кислоты 

ИХ с НЧЗ 3,8 нг/мл 

Воспалительные маркеры / контроль в крови пациентов 

С-реактивный белок ИХ с НЧЗ 600 нг/мл 

С-реактивный белок ИХ с флуоресцентным маркером 1 нг/мл 

Прокальцитонин ИХ с НЧЗ 1 нг/мл 

Белковые маркеры для идентификации мясного сырья / пробы мяса и 
мясопродуктов 

Тропонин I ИХ с НЧЗ 25 нг/мл 

Миоглобин ИХ с НЧЗ 5 нг/мл 

Иммуноглобулин G ИХ с НЧЗ 9,8 нг/мл 

Иммуноглобулин Y ИХ с НЧЗ 8,2 нг/мл 

Прочие биомаркеры / контроль в моче и крови пациентов 

Человеческий 
сывороточный альбумин 

ИХ с НЧЗ 70 нг/мл (моча) 

Эпидермальный фактор 
роста человека 

ИХ с НЧЗ 10 пг/мл 

Общий уровень IgE ИХ с квантовыми точками 2 МЕ/мл 

Специфические антитела к бактериальным патогенам и к аллергенам / контроль  
в крови (люди, крупный рогатый скот) 

Антитела к возбудителю 
туберкулеза 

ИХ с НЧЗ 160 нг/мл 

Антитела к аллергену 
тимофеевки 

ИХ с НЧЗ 15 МЕ/мл 
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Антитела к возбудителю 
бруцеллеза 

ИХ с НЧЗ 200 МЕ/мл 

Бактериальные патогены человека и животных / контроль разных видов биопроб 

Дифтерийный токсин ИХ с НЧЗ 3 нг/мл 

Возбудитель туберкулеза  ИХ с НЧЗ 106 клеток/мл 

Возбудитель бруцеллеза ИХ с НЧЗ 105 клеток/мл 

Возбудитель туберкулеза 
крупного рогатого скота 

ИХ с НЧЗ 106 клеток/мл 

Helicobacter pylori ИХ с НЧЗ 30 нг/мл 

Вирусные и бактериальные патогены растений / контроль в сельскохозяйственных 
растениях  

Вирус шарки сливы ИХ с НЧЗ 3 нг/мл 

Х вирус картофеля ИХ с НЧЗ 8 нг/мл 

Х вирус картофеля ИХ с ферментативным усилением 0,3 нг/мл 

Х вирус картофеля ИХ с двойным усилением 0,25 нг/мл 

Х вирус картофеля ИХ с наращиванием НЧЗ 17 пг/мл 

Х вирус картофеля ИХ с изотермической 
амплификацией 

0,14 нг/г 

Вироид картофеля ИХ с изотермической 
амплификацией 

106 копий 

Clavibacter michiganensis ИХ с НЧЗ 105 КОЕ/мл 

Clavibacter michiganensis ИХ с нанозимным усилением 3*102 КОЕ/мл 

Dickeya solani ИХ с НЧЗ 105 КОЕ/мл 

Dickeya solani ИХ с изотермической 
амплификацией 

1,4*103 КОЕ/г 

Pectobacterium 
atrosepticum 

ИХ с НЧЗ 2*105 КОЕ/мл 

Ralstonia solanacearum ИХ с НЧЗ 2*102 КОЕ/мл 

Вирус скручивания 
листьев картофеля 

ИХ с НЧЗ 3 нг/мл 

 

Адаптация аналитических систем к контролю разных видов проб 

потребовала разработки дополнительных решений, обеспечивающих 

эффективные иммунные взаимодействия и учет особенностей 

выявляемых аналитов и характеризуемых биоматриксов. 

Так, например, для иммунохроматографии микотоксинов и пищевых 

красителей, характеризующихся низкой растворимостью в водно-
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солевых средах, сопоставлена эффективность иммунных 

взаимодействий при разном составе водно-органических смесей (рис. 

39). Выбраны оптимальные сочетания растворов для экстракции 

аналитов (до 50–70% метанола) и последующего проведения 

иммунохроматографии (разбавление до 15–20% метанола).  

 

Рис. 39. Иммунохроматографическое выявление пищевого красителя Судан I: 
зависимость регистрируемого оптического сигнала от концентрации метанола для 
двух комплектаций тест-системы (А) и внешний вид тест-полосок при тестировании 
разных пищевых продуктов (Б) (на основании [C42]) 

 

Для иммунохроматографии линейных алкилбензолсульфонатов, 

экотоксикантов с эндокринразрушающей активностью, предложено 

исключение из реакционной среды традиционно используемых 

детергентов, препятствующих доступности аналитов для антител,  

и выбраны белковые компоненты, предотвращающие неспецифические 

взаимодействия в ходе иммунохроматографии. 

Иммунореагенты – компоненты тест-систем для выявления 

антибиотиков, контролируемых в качестве токсичных контаминант 

пищевой продукции, адаптированы для мониторинга антибиотиков  

в крови человека (см. для примера рис. 40). Информация, получаемая 

при одновременном контроле в крови уровней антибиотиков и 

воспалительных маркеров с использованием разработанных тест-

систем, обеспечивает возможность оценки эффективности 

антибиотикотерапии и выбора индивидуальной дозировки препаратов. 
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Тетрациклин, нг/мл

100 33 11 3,7 1,2 0

100 33 11 3,7 1,2 0 а
б

А Б  

Рис. 40. Внешний вид тест-полосок (А) и концентрационные зависимости 
интенсивности окрашивания тестовой зоны (Б) при определении тетрациклина  
в крови человека (а – неразбавленная проба, б – двукратное разведение)  
(на основании [С55]) 

 

При выборе белковых идентификаторов видовой принадлежности 

сырья в производстве мясопродуктов показаны преимущества 

тропонинов как термостабильных белков с негидролизуемыми 

антигенными детерминантами. Предложены быстрые протоколы 

пробоподготовки, минимизирующие влияние матрикса проб  

на результаты тестирования, но сохраняющие антигенные свойства 

тропонинов. Охарактеризованы возможности контроля в мясном сырье и 

конечных продуктах миоглобинов и иммуноглобулинов как селективных 

биомаркеров разных систематических групп теплокровных животных. 

Сформирована и апробирована панель тест-систем  

для характеристики состава мясопродуктов (см. для примера рис. 41). 

Предложен ряд аналитических систем обнаружения фитопатогенов 

и идентификации сырья при производстве мясных продуктов  

с интеграцией изотермической амплификации селективно выявляемых 

нуклеотидных последовательностей и быстрого бесприборного контроля 

продуктов амплификации с помощью тест-полосок (рис. 42). 
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Установлены требования к используемым мембранным компонентам  

и дополнительным взаимодействующим межмолекулярным модулям. 
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Рис. 41. Иммунохроматографическое выявление тропонина I в мясопродуктах: 
калибровочная кривая (А), интенсивности окрашивания (Б) и внешний вид тест-
полосок (В) при тестировании проб с разным содержанием тропонина I: 1 – мясной 
фарш, 2, 3 – мясосодержащие сосиски, 4 – вегетарианские сосиски (на основании 
[C99]) 
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Рис. 42. Характеристика селективности выявления куриного (А) и свиного (Б) мяса  
в пищевых продуктах при использовании сочетания рекомбиназной полимеразной 
реакции и иммунохроматографии (на основании [C106]) 
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Для обнаружения ионов тяжелых металлов реализован вариант 

проточного мембранного анализа с использованием олигонуклеотидных 

рецепторов – аптамеров (рис. 43). 

SH

SH

SH

H
N B

O

Pb

O
N N

R

H2N

O

Аптамер-
поли-цитозин

3-Аминофенил-
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Рис. 43. Взаимодействия при аптахроматографическом обнаружении ионов свинца  
и внешний вид тест-полосок (на основании [C102]) 

 

В рамках совместных работ с профильными научными 

организациями – Государственный научный центр «Институт 

иммунологии» Федерального медико-биологического агентства, 

Государственный научный центр прикладной микробиологии и 

биотехнологии, Федеральный научный центр пищевых систем им. В.М. 

Горбатова РАН, Федеральный исследовательский центр картофеля им. 

А.Г. Лорха, Всероссийский центр карантина растений, Национальный 

центр биотехнологии (Нурсултан, Казахстан) и др. – проведена 

апробация разработанных аналитических систем на репрезентативных 

панелях биопроб, оценка корреляции результатов, получаемых с 

использованием новых и традиционных аналитических систем, а также 

характеристика конкурентных преимуществ предложенных подходов. 

 

Общая оценка полученных результатов 

Следует признать, что на сегодняшний день по-прежнему 

отсутствуют универсальные протоколы, которые бы сводили разработку 

новой иммунохроматографической тест-системы к реализации 

стандартного алгоритма и гарантировали получение требуемых 
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результатов за фиксированное время. Однако в ходе проведенных 

исследований предложен и апробирован ряд подходов, расширяющих 

методический инструментарий таких разработок, упрощающих 

адаптацию тест-систем к особенностям различных видов проб. 

Результаты апробации иммунохроматографических систем при 

тестировании разных видов биопроб подтверждают эффективность и 

универсальность способов обеспечения низких пределов определения  

и высокой производительности, предложенных в ходе диссертационного 

исследования. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Итоги выполненного исследования 

Представленные выше результаты отражают разработку общего 

инструментария для описания иммунохроматографических систем  

и оценки возможностей их аналитического применения, включающего 

математические модели, закономерности иммунных взаимодействий  

в разных условиях, способы управления количеством и кинетикой 

образования выявляемых иммунных комплексов. 

Исходя из установленных закономерностей, предложен ряд новых 

подходов к управлению селективностью и пределами обнаружения 

иммунохроматографических систем; экспериментально подтверждена 

их эффективность. Для разработанных систем, реализующих данные 

подходы при выявлении ряда практически значимых аналитов 

(представителей пестицидов, микотоксинов, антибиотиков и 

бактериостатиков, биомаркеров острого инфаркта миокарда  

и воспалительных процессов, маркеров для идентификации сырья  

в мясопродуктах, антител к патогенам человека и животных, вирусных и 

бактериальных патогенов), показано снижение пределов обнаружения 

на один–два порядка по сравнению с традиционной 

иммунохроматографией, что делает эти системы эффективной 

альтернативой приборным иммуноаналитическим методам. 

 

Выводы 

Полученные в диссертационной работе результаты позволяют 

сделать следующие выводы: 

1. Поливалентные взаимодействия антиген–антитело разнонаправленно 

влияют на иммунохроматографические системы с конкурентным и 

неконкурентным связыванием антигенов. Так, для корпускулярных 

антигенов (вирусы растений) поливалентные взаимодействия 
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приводят к снижению кинетических констант диссоциации до двух 

порядков с сопоставимым снижением пределов обнаружения в 

сэндвич-формате иммунохроматографии. 

2. Процессы в иммунохроматографических системах представляют 

собой сочетание гомогенных взаимодействий, приближающихся к 

химическому равновесию, и гетерогенных взаимодействий, 

реализуемых в неравновесных условиях. Данное положение 

позволяет предложить математические модели форматов 

иммунохроматографии, которые имеют алгебраические решения и 

позволяют характеризовать факторы, влияющие на формирование 

выявляемых иммунных комплексов. Корректность таких описаний 

подтверждается соответствием расчетных и экспериментальных 

зависимостей. 

3. Использование при проведении иммунохроматографии магнитных 

частиц в качестве носителей антител обеспечивает интеграцию 

быстрых процессов формирования иммунных комплексов и их 

отделения. Осуществляемые таким образом концентрирование и 

очистка иммунных комплексов приводят к снижению пределов 

обнаружения до 50 раз. 

4. Иммобилизация антител на поверхности металлических наночастиц 

повышает их устойчивость к действию органических растворителей  

и делает возможным проведение иммунохроматографии гидрофобных 

соединений (микотоксины, ряд пестицидов и пищевых красителей)  

в присутствии до 30% метанола. 

5. Изменение состава конъюгатов низкомолекулярный антиген – 

белковый носитель и антитело – нанодисперсный носитель позволяет 

при проведении иммунохроматографии установить требуемый порог 

концентрации аналита, разделяющий положительные и 

отрицательные результаты тестирования проб.  
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6. Варьирование концентраций и соотношения иммунореагентов  

при проведении конкурентного иммуноанализа, влияя на 

комплексообразование с антителами структурно близких антигенов, 

вызывает изменение селективности их выявления. 

7. Показано снижение пределов обнаружения 

иммунохроматографических систем на один–два порядка при 

управлении последовательностью взаимодействий и усилении 

регистрируемого сигнала посредством ряда подходов, в том числе 

непрямой иммобилизации антител на поверхности наночастиц  

и агрегации функционализированных наночастиц при их движении  

по мембранам. 

 

Рекомендации, перспективы дальнейшей разработки темы 

Общий характер установленных закономерностей, подтвержденный 

демонстрацией применимости для различных антигенов и наночастиц, 

позволяет рекомендовать их к использованию при разработке систем 

иммунохроматографического выявления различных новых аналитов, 

значимых для медицинской и ветеринарной диагностики, контроля 

качества и безопасности продуктов питания и другой потребительской 

продукции, экологического мониторинга, обеспечения биобезопасности, 

а также контролируемых при реализации биотехнологических процессов 

и проведении фундаментальных био- и иммунохимических 

исследований. 

Помимо этого направления исследований, перспективными 

задачами для дальнейшей разработки темы, развития предложенных  

в диссертационной работе подходов и решений представляются: 

1. Повышение точности измерения содержания аналитов при 

использовании иммунохроматографических систем для тестирования 

различных видов поликомпонентных проб. 
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2. Адаптация принципа иммунохроматографии к тестированию больших 

объемов проб, непрерывному мониторингу появления аналита в 

контролируемых объектах. 

3. Создание производных антител и носителей на их основе, 

обеспечивающих максимальное связывание антигенов  

в неравновесных условиях взаимодействий. 

4. Разработка способов достоверного выявления в пробах единичных 

молекул аналитов на основании иммунных взаимодействий. 

5. Применение иммунохроматографических систем для количественной 

характеристики содержания в пробе нескольких структурно близких 

соединений с использованием перекрестно реагирующих антител. 

6. Применение в проточных мембранных аналитических системах 

рецепторных молекул разных классов – аптамеров, комплементарных 

олигонуклеотидов, полимеров с молекулярными отпечатками и др. 

7. Теоретические описания и рекомендации по управлению пределом 

обнаружения и селективностью для других иммуноаналитических  

и иммуносенсорных систем. 
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