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Арсенал современной лабораторной диа-
гностики насчитывает более 5000 лабораторных 

тестов для исследования клинически важных 
компонентов биологических жидкостей и тка-
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«Золотым стандартом» выявления биологических патогенов на сегодняшний день являются 
иммуноферментный анализ и полимеразная цепная реакция. Объединить оба метода в еди-
ную платформу, сохранить их преимущества, добиться высокой чувствительности анализа 
позволяет метод амплифицированного иммуноанализа – иммуно-ПЦР. Цель работы – рассмо-
треть возможности и перспективы использования ПЦР-амплифицированного иммуноанали-
за для выявления патогенных биологических агентов. Иммуно-ПЦР позволяет обнаруживать 
различные антигенные детерминанты ненуклеиновой природы в ПЦР за счет амплификации 
ДНК-метки, конъюгированной со специфическим антителом. Регистрация результата при этом 
также возможна в режиме реального времени по аналогии с тест-системами «real time» ПЦР. 
Основными методическими вопросами в технологии иммуно-ПЦР являются: выбор носителя 
комплексов биомолекул, выбор метода конъюгации антител детекции и репортерной нуклеи-
новой кислоты, оптимизация способов амплификации сигнальной ДНК и учета результатов, 
разработка способов снижения фоновых показателей. Мы считаем целесообразным проведе-
ние научно-исследовательских и опытно-конструкторских работ по разработке и созданию 
диагностических наборов реагентов на основе иммуно-ПЦР. Применительно к задаче обнару-
жения малых и следовых количеств антигенов патогенных биологических агентов, наиболее 
вероятной диагностической «нишей» метода иммуно-ПЦР будет выявление токсинов микроб-
ного и немикробного происхождения, минимальная клинически значимая доза для которых 
меньше чувствительности соответствующих иммунохимических тест-систем. С учетом пер-
спектив развития метода, в будущем возможна разработка таких тест-систем для выявления 
аналитов-гаптенов, например некоторых токсикантов небиологического происхождения. 

Ключевые слова: антитела; биотерроризм; ботулинический токсин; ДНК-метка; имму-
но-ПЦР; патогенный биологический агент; рицин; тест-система; токсин.
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ней. Для многих из них предложено по несколь-
ко десятков вариантов лабораторных методов, 
основанных на различных принципах опре-
деления патогенного агента [1]. В то же время 
для бактериологии и вирусологии разработка 
новых средств и способов выявления целевых 
аналитов остается актуальной задачей ввиду 
генетической, антигенной изменчивости и по-
стоянных эволюционных изменений микроор-
ганизмов, происходящих в ходе эпидемических 
и инфекционных процессов; а также появления 
ранее неизвестных возбудителей инфекцион-
ных заболеваний. «Золотым стандартом» выяв-
ления патогенных биологических агентов на се-
годняшний день являются иммуноферментный 
анализ (ИФА) и полимеразная цепная реакция 
(ПЦР). Различные вариации ИФА применяются 
для индикации аналитов ненуклеиновой при-
роды (антигенные детерминанты тест-систем – 
компоненты клеточной стенки микроорганиз-
мов, экзо- и эндотоксины и др.), но зачастую 
диагностическая полезность иммунофермент-
ных тест-систем нивелируется чувствитель-
ностью метода. В пересчете на концентрацию 
микробных клеток в среднем чувствительность 
ИФА находится в диапазоне 105–106 м.к./мл, что 
в пересчете на чистый антиген соответствует 
диапазону «нанограммы – десятки нанограмм». 
Такая чувствительность в большинстве случаев 
является приемлемой, за исключением индика-
ции токсинов с небольшими значениями LD50 – 
ботулинических токсинов, шига- и шигаподоб-
ных токсинов.

Метод ПЦР по своей чувствительности 
превосходит ИФА. Так, в пересчете на концен-
трацию микробных клеток его чувствитель-
ность находится в диапазоне 103–104 м.к./мл, но 
данный метод применим только тогда, когда 
определяемым аналитом являются нуклеиновые 
кислоты, и он неприменим для детекции анти-
генных компонентов ПБА ненуклеиновой при-
роды. Объединить методы ПЦР и ИФА в еди-
ную платформу, сохранив преимущества обоих 
методов, добиться высокой чувствительности 
при индикации антигенных детерминант пато-
генных биологических агентов (ПБА)1 позволя-
ет метод амплифицированного иммуноанализа 
(иммуно-ПЦР). Так называемая иммуно-ПЦР 
позволяет обнаруживать различные антигены в 
ПЦР за счет амплификации ДНК-метки, конъю-
гированной со специфическим антителом. Реги-
страция результата при этом также возможна в 
режиме реального времени по аналогии с ПЦР-
РВ тест-системами [2, 3]. 

1	  Патогенные биологические агенты – патогенные для человека микроорганизмы (бактерии, вирусы, хлами-
дии, риккетсии, простейшие, грибы, микоплазмы), генно-инженерно-модифицированные микроорганизмы, 
яды биологического происхождения (токсины), гельминты, а также материал (включая кровь, другие биоло-
гические жидкости и экскреты организма), подозрительный на содержание перечисленных агентов. 

Цель работы – рассмотреть возможности 
и перспективы использования ПЦР-амплифи-
цированного иммуноанализа для выявления 
патогенных биологических агентов.

Данный метод был впервые описан T. Sano 
и соавт. в 1992 г. Идея метода заключалась в том, 
чтобы для детекции комплекса «антиген-анти-
тело» использовать не ферментативный конъ-
югат, а репортерную ДНК [4]. Для апробации в 
качестве определяемого вещества был выбран 
бычий сывороточный альбумин. Вместо детек-
тирующего иммунопероксидазного конъюга-
та авторы использовали биотинилированную 
плазмиду pUC19. Посредником между первич-
ным антителом и репортерной плазмидой был 
выбран химерный белок «стрептавидин-белок 
А». Как известно, белки авидинового ряда (ави-
дин, стрептавидин, нейтравидин) имеют боль-
шое сродство к биотину, а стафилококковый 
протеин А – высокое сродство к Fc-фрагменту 
иммуноглобулинов класса G. Таким образом, 
химерный белок одним сайтом (протеин А) 
связывался с антителом, другим сайтом (стреп-
тавидиновым)  – с биотином плазмиды pUC19 
(рисунок 1).

После всех стадий инкубации образовав-
шийся комплекс разрушали, высвобождали це-
левую ДНК и  проводили ПЦР с праймерами, 
специфичными к участкам плазмиды pUC 19. 
Результаты проведенных испытаний показали 
высокую чувствительность детекции модельно-
го антигена (альбумин) – до 580 молекул анти-

Рисунок 1 – Схематическое изображение метода 
иммуно-ПЦР, предложенного T. Sano и соавт.  

Приводится по L. Chang с соавт. [3]

АГ – антиген

ПЦР-амплифицированный иммуноанализ (иммуно-ПЦР): принцип метода, варианты исполнения...
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A.S. Gorshkov, D.V. Pechenkin, A.V. Kuznetsovskiy, V.A. Balakin

гена в пробе, что в 105 раз превысило чувстви-
тельность классического твердофазного ИФА.

С момента разработки метод иммуно-ПЦР 
был усовершенствован по многим параметрам. 
Ключевыми направлениями эволюции этого 
метода являются [2, 3]:

– выбор носителя комплексов биомолекул; 
–  оптимизация способов конъюгации ан-

тител и ДНК-метки;
–  оптимизация способов амплификации 

сигнальной ДНК и учета результатов;
– разработка способов снижения фоновых 

показателей.

Выбор носителя комплексов биомолекул. 
Этот этап крайне важен для иммуно-ПЦР, по-
скольку от сорбционных характеристик матери-
ала зависит результативность сорбции целевых 
молекул, а от теплопроводности материала ре-
акционной емкости (планшета, пробирки) – ка-
чество амплификации целевого участка нукле-
иновой кислоты. В настоящее время существует 
два принципиальных подхода при амплифика-
ции сигнальной ДНК. 

Первый заключается в осуществлении все-
го процесса в «одной лунке», второй – в отще-
плении ДНК-метки от иммунного комплекса и 
перенос ее в пробирку для ПЦР. Первый под-
ход требует тщательного подбора материала 
планшета, поскольку он должен не только эф-
фективно связывать антитело или антиген для 
осуществления этапа образования комплекса 
«антиген-антитело», но также быть термоста-
бильным, теплопроводным и подходить для 
проведения этапа амплификации. Первона-
чально для иммуно-ПЦР исследователи пыта-
лись использовать полипропиленовые микро-
планшеты, предназначенные для проведения 
ПЦР, но они не обеспечивали  необходимой 
степени сорбции антигена [2]. Позднее в ком-
мерческом доступе появились поликарбонат-
ные 8-луночные стрипы Nunc™ TopYield™ Strips 
с улучшенной протеинсвязывающей способ-
ностью, разработанные специально для им-
муно-ПЦР2. Тем не менее данный продукт не 
лишен недостатков, многие исследователи от-
мечают низкую чувствительность анализа, а 
также плохой контакт материала планшетов с 
тепловым блоком амплификаторов3.

Второй подход может быть реализован с 
использованием термического или фермента-
тивного метода (например, рестриктаз). Для 
этого в ДНК-метку заранее вводятся сайты ре-
стрикции, по которым происходит отрезание 
части ДНК от сформированного комплекса. 
Возможно также использование нагрева проб 

2	  URL: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/248909#/248909 (дата обращения: 10.07.2021).
3	  URL: https://www.researchgate.net/post/Plate_choice_for_immuno-PCR (дата обращения: 10.07.2021).

до температуры 95–100 °C, при котором ком-
плекс «антитело-ДНК» самостоятельно дена-
турирует и ДНК-метка высвобождается. Недо-
статком данного подхода является повышение 
риска перекрестной контаминации образцов во 
время переноса реакционной смеси в новые ми-
кропробирки.

Оптимизация способов конъюгации 
антител и ДНК-метки. В настоящее время из-
вестны несколько методических подходов к 
созданию репортерных систем: биотинилиро-
вание лигандов (универсальный иммуно-ПЦР), 
прямая ковалентная сшивка ДНК и антител, 
использование технологии фагового дисплея, 
наночастиц [5], аптамеров [6], Tus-Ter-lock вза-
имодействия [7, 8] и др. (рисунок 2). 

Наиболее распространенным и универ-
сальным подходом является использование 
биотиновой системы конъюгирования, пред-
ложенной H. Zhou с соавт. [9]. Разработчики 
этого метода отказались от использования 
химерного белка «стрептавидин-белок А», 
предложенного T. Sano, и стали использовать 
биотинилированные антитела для детекции 
(в описанном H.  Zhou с соавт. варианте – для 
обнаружения рекомбинантного человеческого 
протоонкогена ETS1). В таком исполнении мо-
лекула стрептавидина одним сайтом связывала 
биотинилированное антитело, другим сайтом – 
биотинилированную ДНК-метку (рисунок 2А). 
Ввиду относительной простоты исполнения 
метода биотинилирования биомолекул, до-
ступности реагентов для проведения данной 
процедуры, возможности варьировать соотно-
шения компонентов реакции, данный вариант 
конъюгации антител захвата и репортерной 
нуклеиновой кислоты, как наиболее удобный, 
получил широкое распространение среди раз-
работчиков иммуно-ПЦР тест-систем.

Ковалентная сшивка антител детекции 
и репортерной нуклеиновой кислоты (рису-
нок  2Б) также является распространенным 
методом конъюгации, поскольку в настоящее 
время в коммерческом доступе имеются крос-
слинкеры и готовые наборы реагентов для про-
ведения данной процедуры. 

Фаговый дисплей также может быть при-
меним к технологии иммуно-ПЦР. Как извест-
но, с использованием технологии фагового дис-
плея, антиген-связывающие участки антител, 
например Fab-фрагменты или изолированно 
вариабельные участки тяжелых цепей (VHH), 
могут быть представлены на поверхности фа-
говых частиц. При этом дополнительных работ 
по присоединению репортерной нуклеиновой 
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PCR-amplified Immunoassay (Immuno-PCR): Principle of the Method, Variants of Execution...

кислоты не требуется, поскольку ее роль выпол-
няет нуклеиновая кислота фага (рисунок 2В).

Взаимодействие Tus-Ter-lock по силе  
специфичности взаимодействия представля-
ет собой альтернативу взаимодействию пары 
«антиген-антитело». При изучении молекуляр-
но-генетических особенностей репликации 
прокариот оказалось, что в процесс термина-
ции репликации у Escherichia coli вовлечен мо-
номерный ДНК-связывающий белок Tus. Дан-
ный белок способен образовывать стабильный 
комплекс с терминаторным сайтом ter в геноме 
E. coli и тем самым блокировать действие ге-
ликазы в репликативной вилке [10]. Констан-
та диссоциации комплекса Tus-Ter составляет 
порядка 3,4×10-13  M [11]. Для использования в 
технологии иммуно-ПЦР, как правило, полу-
чают химерный белок – протеин Tus, слитый 
c иммуноглобулин-связывающим доменом – 
например, протеином G или L (на рисунке 3Г 
обозначен как IgB, от англ. «immunoglobulin 
binding»). Такой химерный белок одним сайтом 
связывается с антителами детекции, другим – с 
последовательностью ter, введенной в ДНК-мет-
ку – например, плазмиду.

Аптамеры – небольшие синтетические 
участки нуклеиновых кислот (ДНК или РНК), 
обладающие высоким сродством к целевым 
последовательностям биологических молекул, 
которое не уступает по аффинности взаимо-
действию «антиген-антитело». К настоящему мо-
менту получено большое количество аптамеров 
к самым разным мишеням – начиная от простых 
неорганических молекул, и заканчивая слож-
ными белковыми комплексами и целыми клет-
ками. По сути, аптамеры представляют собой 
нуклеотидные аналоги антител [12]. Оказалось, 
что за счет наличия петель, дуплексов и шпилек 
нуклеиновые кислоты могут образовывать про-
странственные структуры, обладающие способ-
ностью специфично узнавать соответствующие 
им пространственные структуры других биомо-
лекул, например, белков, за счет взаимодействия 
по типу «ключ–замок».

Для создания аптамеров применяются мо-
дифицированные нуклеотиды, благодаря чему 
аптамеры становятся устойчивы к действию 
рестриктаз. Константа диссоциации комплек-
са «аптамер-мишень» находится обычно в на-
номолярном диапазоне [14]. Ограничивающим 

Рисунок 2 – Схематическое изображение вариантов конструирования репортерной системы для 
иммуно-ПЦР. А – «универсальный» вариант; Б – ковалентное связывание; В – фаговый дисплей; Г – Tus-
Ter-lock взаимодействие; Д – аптамеры; Е – наночастицы. Приводится по работе L. Chang с соавт. [3]
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А.С. Горшков, Д.В. Печенкин, А.В. Кузнецовский, В.А. Балакин

фактором использования аптамеров до некото-
рого времени была невозможность даже in silico 
спрогнозировать необходимую структуру 
специфических аптамеров для белков со слож-
ной третичной структурой. 

Метод отбора аптамеров, применяемый в 
настоящее время, получил название SELEX (от 
англ. systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment – систематическая эволюция лиган-
дов при экспоненциальном обогащении). Пер-
воначально создается произвольная многова-
риантная (порядка 1015 вариантов) библиотека 
олигонуклеотидов, которые способны к образо-
ванию вторичных структур в виде петель и шпи-
лек, а следующим этапом работы будет поиск 
в ней набора целевых олигонуклеотидов. При 
нанесении одновременно большого количества 
вариантов олигонуклеотидов на иммобилизо-
ванные на нитроцеллюлозной подложке анти-
тела часть аптамеров, имеющих сродство к этим 
антителам, связываются с ними. Несвязанные 
нуклеиновые кислоты удаляются серией отмы-
вок, а связанные амплифицируются. Такой цикл 
сорбции-отмывки-амплификации повторяют 
несколько раз, что позволяет в итоге получить 
несколько высокоспецифичных вариантов, при-
годных для работы. Несомненно, что исполь-
зование аптамеров в технологии иммуно-ПЦР 
является весьма удобным, поскольку это по-
зволяет отказаться от введения «посредников» 
между антителом детекции и репортерной ДНК 
(рисунок 2Д). Тем не менее, данная технология 
не получила широкого распространения ввиду 
сложности создания аптамеров, хотя такие мо-
лекулы ввиду своих свойств не уступают моно-
клональным антителам и в будущем, вероятно, 
могут быть использованы вместо них во многих 
отраслях лабораторной диагностики.

Наночастицы металлов, например, золо-
та, также могут быть посредником между ан-
тителом захвата и репортерной нуклеиновой 
кислотой. В настоящее время, в том числе за 
счет активного развития методов иммунохро-
матографии, технология создания конъюга-
тов антител и наночастиц коллоидного золота 
достаточно отработана, и в коммерческом до-
ступе имеются все необходимые реагенты для 
проведения данной процедуры. Технология ад-
сорбции нуклеиновых кислот на наночастицы 
металлов также не отличается сложностью и 
позволяет адсорбировать на одну наночастицу 
золота большое количество репортерной ДНК, 
что повышает чувствительность метода в целом 
(рисунок 2Е).

Сравнительно недавно были опубликова-
ны результаты исследования, в котором было 
заявлено об открытии нового варианта имму-
но-ПЦР, основанном на использовании дисплея 
кДНК [15]. Принцип создания кДНК-дисплея 
основан на способности пуромицина, связан-
ного с небольшим олигоуклеотидным линке-
ром, останавливать трансляцию полипептид-
ной цепи и сшивать ее с молекулой мРНК. С 
использованием реакции обратной транскрип-
ции на матрице мРНК строится цепь кодирую-
щей ДНК (кДНК). Таким образом получается 
продукт-гибрид кДНК и ее белкового продук-
та. При использовании кДНК-дисплея антител 
(или их антиген-связывающих фрагментов) к 
определяемому белку такая конструкция под-
ходит для использования в иммуно-ПЦР в ка-
честве детектирующего комплекса (рисунок 3).

Оптимизация способов амплифика-
ции сигнальной ДНК и учета результатов. 
Возможно использование классического гель-

Рисунок 4 – Использование кДНК-дисплея в технологии иммуно-ПЦР. Target – мишень (определяемое 
вещество); Capture antibody – антитела захвата; cDNA display of antibody – кДНК-дисплей антител;  

P – пуромициновый линкер;  real time PCR – ПЦР в режиме реального времени; Qantification of target –  
количественное определение мишени (определяемого вещества). Приводится по H. Anzai с соавт. [15]
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ПЦР-амплифицированный иммуноанализ (иммуно-ПЦР): принцип метода, варианты исполнения...

электрофореза амплифицированных участков и 
учета результатов в режиме реального времени. 
В большинстве опубликованных работ предпо-
чтение отдается варианту «real-time», посколь-
ку исключение этапа электрофореза позволяет 
существенно сократить время исследования, 
минимизировать контаминацию, оценить коли-
чество исходной матрицы и, как следствие, коли-
чество определяемого аналита [2]. Несомненно, 
что вариант «real-time» в сравнении с классиче-
ским гелевым методом детекции продуктов ам-
плификации является более технологичным, что 
обусловливает именно его выбор при разработке 
новых иммуно-ПЦР тест-систем.

Для снижения фонового сигнала в техно-
логии иммуно-ПЦР применяются различные 
блокирующие реагенты для покрытия сво-
бодных поверхностей планшета, аналогич-
ные блокирующим реагентам, применяемым в 
классическом ИФА. Широкое распространение 
получили бычий сывороточный альбумин, ка-
зеин, обезжиренное молоко, ДНК из молок ло-
сося [9] или тимуса телят [2].

В настоящее время метод иммуно-ПЦР 
активно применяется за рубежом как метод 
выявления антигенных аналитов, присутству-
ющих в биологических образцах в малых ко-
личествах – например, для обнаружения следо-
вых количеств аутоантител при аутоиммунных 
заболеваниях [16], ростовых факторов [17], а 
также лекарственных препаратов (допинг-про-
бы) [18]. Данный метод применяется и для вы-
явления патогенных биологических агентов, 
особенно в тех случаях, когда классические 
бактериологические и/или серологические ме-
тоды выявления микроорганизмов оказыва-
ются недостаточно чувствительны. В клинике 
такая ситуация крайне актуальна в отношении 
возбудителя туберкулеза, поэтому значитель-
ное количество опубликованных результатов 
исследований по выявлению микробных ан-
тигенов, проведенных с применением метода 
иммуно-ПЦР, касается именно серодиагно-
стики туберкулеза. Большинство публикаций 
по данной тематике принадлежит авторам из 
развивающихся стран, в частности, Индии, где 
туберкулез является острой медицинской и со-
циальной проблемой ввиду климатических и 
социально-экономических условий прожива-
ния населения.

По данным P.K. Mehta с соавт. [19], при ис-
пользовании иммуно-ПЦР для детекции раз-
личных антигенных детерминант микробакте-
рий туберкулеза в образцах мокроты пациентов 
чувствительность метода иммуно-ПЦР на 20-
30 % превышает чувствительность классическо-

4	 Рицин для Трампа. В США задержана подозреваемая в отправке яда в Белый дом. URL: https://www.bbc.
com/russian/news-54232938 (дата обращения: 10.07.2021).

го ИФА. Несомненно, что данный метод нашел 
свое применение не только для первичной диа-
гностики туберкулеза, но и для оценки ответа 
на проводимую антибактериальную терапию, 
особенно при одновременной количественной 
оценке нескольких антигенных маркеров [20].

Ввиду очевидных достоинств, применение 
метода иммуно-ПЦР для выявления ряда воз-
будителей инфекционных заболеваний посто-
янно расширяется. Одной из потенциальных 
«ниш» метода иммуно-ПЦР можно считать 
выявление в биологических образцах токсинов, 
поскольку количество токсина, необходимое 
для развития клинически значимого эффекта, 
часто бывает меньше порога чувствительности 
традиционных серологических и иммунологи-
ческих методов диагностики. Так, например, 
иммуно-ПЦР оказался применим для выяв-
ления стафилококковых энтеротоксинов [21], 
шига- и шигаподобных токсинов [22], ботули-
нического токсина [23], токсина Clostridium 
perfringens [24], микотоксинов [25], [26] и герби-
цида глифосфата в составе продуктов питания 
(соевые бобы) [27]. Иными словами, ниша им-
муно-ПЦР как метода, по нашему мнению – это 
детекция малых и следовых количеств анали-
тов, обладающих антигенными свойствами.

Актуальной проблемой в настоящее вре-
мя является разработка высокочувствительных 
средств диагностики такого токсина, как ри-
цин. Технология его получения из касторовых 
бобов доступна для террористических органи-
заций и криминальных сообществ. В частно-
сти, рицином пытались отравить президента 
США Д. Трампа, а сам рицин журналисты часто 
именуют «оружием дилетантов»4. Лаборатор-
но-экспериментальный образец иммуно-ПЦР 
теста для выявления рицина был разработан и 
апробирован в 2010 г. группой исследователей 
из Калифорнии [28]. В данном исследовании 
было показано, что иммуно-ПЦР тест-система 
для обнаружения рицина, сконструированная 
по принципу «сэндвича», оказалась чувстви-
тельнее ИФА тест-системы в 10 раз при анализе 
контаминированных рицином образцов мяс-
ного фарша, в 100 раз – при анализе образцов 
молока и в 1000 раз – при анализе куриных 
яиц. При этом предпочтение было отдано двух
этапному протоколу проведения иммуно-ПЦР 
(с отщеплением и переносом ДНК-маркера в 
пробирку для проведения процедуры ПЦР). 
Усовершенствование теста за счет подбора пар 
антител (антитела подложки и детектирующего 
антитела) позволило дополнительно увеличить 
чувствительность разработанного набора реа-
гентов до 10 фг/мл. 
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Несмотря на высокую аналитическую чув-
ствительность метода иммуно-ПЦР, широкий 
диапазон диагностического применения (от 
гербицидов и токсинов до аутоантител), отно-
сительную проработанность приборной и реа-
гентной базы, его коммерциализация на сегод-
няшний день гораздо слабее рынка тест-систем, 
основанных на «родоначальных» методах детек-
ции – ПЦР и ИФА. Если тест-системы на осно-
ве методов ПЦР и ИФА разрабатывают сотни 
фирм-производителей по всему миру, то наборы 
реагентов для иммуно-ПЦР пока еще редки в 
свободном доступе и существуют в основном в 
виде лабораторно-экспериментальных образцов. 

Так, фирма RayBiotech занимается выпу-
ском готовых наборов реагентов для имму-
но-ПЦР (представлены наборы для обнаруже-
ния различных антигенных маркеров человека 
и животных – онкомаркеров, интерлейкинов, 
факторов транскрипции и др) под коммерче-
ским брендом IQELISA™ Kits5. Фирма Abcam 
(один из «биотехнологических гигантов») по-
шла по другому варианту коммерциализации 
и продает не готовые к использованию тест-си-
стемы, а наборы реагентов для  конъюгации 
антител и олигонуклеотидной метки, позволя-
ющие создать собственный набор иммуно-ПЦР 
реагентов6. В аналогичном формате (наборы 
для самостоятельной конъюгации) представ-
лена продукция фирмы BioRad7. Несомненно, 
что такой подход удобен производителям и 
потребителям реагентов для научных иссле-
дований, когда сконструированная тест-систе-
ма представляет собой лабораторно-экспери-
ментальный образец, не проходит процедуру 
сертификации и не используется как средство 
диагностики.  С другой стороны, этот под-
ход не устраивает специалистов практическо-
го звена, поскольку такие наборы реагентов 
обычно классифицируются как «not for clinical 
diagnostic» (не для клинической диагностики), 
и поэтому не могут быть сертифицированы на 
отечественном рынке как изделия медицинско-
5	  URL: https://www.raybiotech.com/products/elisa/raybio-iqelisa-kits/page-14/ (дата обращения: 10.07.2021).
6	  URL: https://www.abcam.com/oligonucleotide-conjugation-kit-ab218260.html (дата обращения: 10.07.2021).
7	 URL: https://www.bio-rad.com/ru-ru/product/elisa-immuno-explorer-kit?ID=1e3f3100-99f6-49b3-b9a0-
2c8aad9d9285 (дата обращения: 10.07.2021).

го назначения, предназначенные для использо-
вания в клинической лабораторной практике. 

Из отечественных зарегистрированных 
коммерческих иммуно-ПЦР тест-систем для 
выявления ПБА необходимо выделить: «Набор 
реагентов для определения летального фактора 
возбудителя сибирской язвы методом И-ПЦР» 
(РУ № РЗН 2014/1470), «Набор реагентов для 
определения протективного антигена возбу-
дителя сибирской язвы методом И-ПЦР» (РУ 
№  РЗН2014/1464),  «Набор реагентов для опре-
деления ботулинистического нейротоксина I 
типа А методом И-ПЦР» (РУ № РЗН 2014/1424), 
разработанные и внедренные в практику сотруд-
никами ФБУН ГНЦ ПМБ (п. Оболенск). Данные 
средства индикации реализованы на платформе 
универсальной иммуно-ПЦР.  Чувствительность 
тест-систем оказалась очень высокой – напри-
мер, предел обнаружения для ботулинического 
нейротоксина типа А  составлял 100 фг [29].

***
Таким образом, с учетом очевидных 

преимуществ данного метода и малым объ-
емом мирового и отечественного рынка 
иммуно-ПЦР тест-систем, мы считаем це-
лесообразным проведение научно-исследо-
вательских и опытно-конструкторских работ 
по разработке и созданию  диагностических 
наборов реагентов на основе ПЦР-амплифи-
цированного иммуноанализа (иммуно-ПЦР). 
Применительно к задаче обнаружения малых 
и следовых количеств антигенов ПБА, наибо-
лее вероятной диагностической «нишей» ме-
тода иммуно-ПЦР будет выявление токсинов 
микробного и немикробного происхождения, 
минимальная клинически значимая доза для 
которых меньше чувствительности соответ-
ствующих иммунохимических тест-систем. С 
учетом перспектив развития метода, в буду-
щем возможна разработка таких тест-систем 
для выявления аналитов-гаптенов – напри-
мер, некоторых токсикантов небиологическо-
го происхождения. 
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Enzyme immunoassay and polymerase chain reaction have become the «gold standard» for the 
detection of biological pathogens. The method of amplified immunoassay – immuno-PCR allows 
to combine both methods into a single platform to preserve their advantages and to achieve high 
sensitivity of the analysis. The purpose of this work is to consider the possibilities and prospects of 
using PCR-amplified immunoassay for the detection of pathogenic biological agents. Immuno-PCR 
makes it possible to detect various non-nucleic antigenic determinants in PCR by amplifying a DNA 
tag conjugated with a specific antibody. The registration of the results is also possible in real time as 
in the real-time PCR test systems. The main methodological issues in the immuno-PCR technology 
are: the choice of a carrier of biomolecule complexes, the choice of a method for conjugation of 
detection antibodies and a reporter nucleic acid, optimization of methods for amplifying signal 
DNA and accounting for results, and development of methods for reducing background indicators. 
We consider it necessary to carry out research and development work on the development and the 
creation of diagnostic kits based on immuno-PCR. With regard to the task of detecting small and 
trace amounts of antigens of pathogenic biological agents, the most likely diagnostic «niche» of 
the immuno-PCR method will be the detection of toxins of microbial and non-microbial origin, 
the minimum clinically significant dose for which is less than the sensitivity of the corresponding 
immunochemical test systems. Taking into account the prospects for the development of the method, 
in future it is possible to develop such test systems for the detection of hapten analytes, for example, 
some toxicants of non-biological origin.

Keywords: antibodies; bioterrorism; botulinum toxin; DNA tag; immuno-PCR; pathogenic biological 
agent; ricin; test system; toxin.
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