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АННОТАЦИЯ 

Известно, что иммуноферментный анализ является наиболее эффективным и 
рентабельным в плане применения в диагностике различных инфекционных агентов и 
низкомолекулярных соединений. Конъюгаты в составе тест-систем  ИФА получают методом 
конъюгирования фермента пероксидазы хрена и белков. В статье даётся анализ  разновидных 
ферментов Saccharomyces cerevisae как источников для получения конъюгатов ИФА. 

Ключевые слова: иммуноферментный анализ, конъюгат, фермент. перйодатный 
метод. 
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USE OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE FOR OBTAINING CONJUGATES FOR 
ELISA (literature review) 

ANNOTATION 
It is known that enzyme immunoassay is the most effective and cost-effective in terms of use in the 
diagnosis of various infectious agents and low molecular weight compounds. Conjugates in the 
ELISA test systems are obtained by conjugation of the enzyme horseradish peroxidase and proteins. 
The article provides an analysis of various Saccharomyces cerevisiae enzymes as sources for the 
production of ELISA conjugates. 
Key words: enzyme immunoassay method, conjugate, enzyme, periodate method. 
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IFA UCHUN KONYUGATLARNI OLISHDA SACCHAROMYCES CEREVISIAEDAN 
FOYDALANISH (adabiyotlar sharhi) 

 
АNNOTATSIYA 

Ma'lumki, immunoferment analiz usuli turli yuqumli kasalliklar qo'zg'atuvchilari va past 
molekulyar og'irlikdagi birikmalarni tashxislashda foydalanish jihatidan eng samarali va tejamkor 
usul hisoblanadi. IFA test- sistemalari tarkibidagi konyugatlar xren o'simligidan ajratib olingan 
peroksidaza fermenti va oqsillarni konyugasiya qilish yo'li bilan olinadi. Maqolada Saccharomyces 
cerevisiae zamburug'idan olingan turli fermentlarni IFA uchun konyugatlar olishda manba sifatida 
qo'llanilishi mumkinligi tahlil qilingan. 

Kalit so'zlar: immunoferment analiz usuli, konyugat, ferment, peryodat usuli. 
 

Среди лабораторных методов иммуноферментный анализ (ИФА) находит широкое 
применение в здравоохранении, различных областях сельского хозяйства, промышленной 
биотехнологии, природоохранной деятельности и научно-исследовательской Достоинствами 
ИФА является возможность ранней диагностики различных заболеваний, возможность 
прослеживать динамику развития процесса, быстрота и удобство в работе как экспресс тест-
система [11, 22,14]. 

 ИФА- лабораторный иммунологический метод качественного или количественного 
определения различных соединений, макромолекул, вирусов и пр., в основе которого лежит 
специфическая реакция «антиген-антитело». ИФА включает в себя ряд последовательных 
этапов, а сам результат можно оценить визуально или по оптической плотности [12, 25, 20]. 

ИФА применяется для диагностики вирусных, бактериальных, грибковых и 
паразитарных инфекций. Особенно метод незаменим при диагностике вирусных заболеваний, 
где затруднены прямые методы детекции возбудителя. Кроме того, в ряде случаев 
серологические исследования остаются единственным методом скрининговой диагностики 
инфекций, например, токсоплазмоза, токсокароза, трихинеллеза. ИФА используется в двух 
направлениях: обнаружение с диагностической целью антител в сыворотке крови 
обследуемого и определение антигенов возбудителя для установления его родовой или 
видовой принадлежности [1, 8, 24, 21]. 

Процесс проведения иммуноферментного анализа можно подразделить на три 
основные стадии: иммунохимический процесс - формирование комплекса антиген-антитело 
(АГ-АТ), присоединение к нему метки и ее визуализацию. Сущность ИФА заключается в 
специфическом взаимодействии антитела и антигена с последующим присоединением к 
полученному комплексу коньюгата (антивидового иммуноглобулина, меченного ферментом). 
Фермент вызывает разложение хромогенного субстрата с образованием окрашенного 
продукта, который выявляется либо визуально, либо фотометрически. Регистрацию 
результатов реакции проводят на специальных фотометрах с вертикальным лучом при 
определенной длине волны. Результат выражают в единицах оптической плотности [1, 8]. 

Две группы исследователей в начале 70-х годов выявили, что антитела возможно 
ковалентно связать с такими ферментами, как щелочная фосфатаза, β-глюкозоксидаза и 
пероксидаза хрена, с помощью реакции с глютаровым диальдегидом или другими методами. 
Эти полученные конъюгаты использовались в световой, флуоресцентной и электронной 
микроскопии для иммуногистохимического окрашивания структур, содержащих 
анализируемые антигены. Эти явления были замечены и использованы двумя группами 
ученых в Швеции и Нидерландах для замены в иммунохимическом анализе радиоактивной 
метки на ферментную. Шведская исследовательница Eva Engvall внесла большой вклад в 
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разработку ИФА, предложив использовать пассивную адсорбцию антител или антигенов на 
поверхность 96-луночных планшетов, чтобы проводить реакции на твердой фазе. Именно она 
предложила термин ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), в русскоязычной литературе 
«твердофазный иммуноферментный анализ» [13, 9, 21]. 

Во всех случаях ИФА используют конъюгат фермента со специфическими или 
противовидовыми антителами или антигенами и проявитель смесь субстрата с хромогеном. В 
результате взаимодействия фермента с субстратом реакционная смесь окрашивается под 
действием хромогена. Это позволяет визуально или автоматически оценивать наличие антител 
или антигенов в исследуемом материале. 

Благодаря успехам биотехнологии и генной инженерии удается получить 
высокоочищенные белки-антигены, разнообразные поли- и моноклональные антитела 
заданной специфичности и аффиности, ферменты- маркеры и коньюгаты ферментов с 
антигенами и антителами. 

Конъюгаты - это искусственные структуры, полученные в результате химического 
сшивания двух или более различных молекул. Для проведения ИФА применяют коньюгаты, 
содержащие антитела, обычно противовидовые, и фермент. Иногда вместо противовидовых 
конъюгатов используют А-белок золотистого стафилококка, который связывается с Fc-
фрагментом первого антитела в образовавшемся комплексе. 

Для ковалентного пришивания индикаторного фермента к антителам существуют 
несколько различных методов. Сейчас наиболее популярны различные модификации метода 
перйодатного окисления. Этот метод подходит для ферментов, содержащих углеводные 
остатки, например пероксидаза. 

Одна из важнейших преимуществ методов ИФА над радиоиммунным анализом - это 
высокая стабильность конъюгатов, содержащих фермент. В присутствии стабилизаторов, 
конъюгаты способны сохранять свою активность в течение 1-2 лет. 

Важным условием успешного проведения ИФА является соответствующая 
концентрация конъюгата. Одной из главных задач производства является определение 
оптимальной концентрации конъюгата. При слишком высокой концентрации конъюгата 
наблюдается его избыточное неспецифическое связывание с носителем, что значительно 
повышает значение оптической плотности. При очень низких концентрациях конъюгата 
чувствительность анализа может заметно снижаться в результате замедленного превращения 
субстрата в продукт [10, 14, 16]. 

 Нужно подобрать такой фермент, который может длительно сохранять свою 
активность, не терять ее при операции связывания с антигеном или антителом, обладать 
высокой специфичностью к субстрату. Широко используются пероксидаза хрена, щелочная 
фосфатаза и β-галактозидаза Escherichia coli. Активность ферментов регистрируют по 
изменению оптической плотности, флуориметрически и электрохимически. Например, 
пероксидаза катализирует реакцию: 

 
АН2 + Н2О2 → А + 2Н2О 

 
В качестве АН2 могут быть разные соединения. Так, восстановленный бесцветный о-

фенилендиамин окисляется пероксидазой с образованием окрашенного продукта, имеющего 
максимум поглощения при 435 нм. 

 Фермент нужно связать с антителом или антигеном так, чтобы фермент сохранил свою 
активность, а свойства антитела и антигена не были нарушены. Поэтому существуют три 
группы методов: биохимические, иммунологические и генноинженерные. В биохимических 
методах используется сшивка фермента Е с антителом или антигеном при участии свободных 
реакционноспособных групп: – NH2-, СООН, -SН, -ОН. Например, 

 
Е-NH2- + НООС-АГ → Е-NН-СО-АГ + Н2О 

 



БИОМЕДИЦИНА ВА АМАЛИЁТ ЖУРНАЛИ  |  ЖУРНАЛ БИОМЕДИЦИНЫ И ПРАКТИКИ  |  JOURNAL OF BIOMEDICINE AND PRACTICE                                                      №3 | 2022  

427 

Если прямое взаимодействие реализовать не удается, в ход идут бифункциональные 
сшивающие агенты: глутаровый диальдегид, n-бензохинон.  

Иммунологические методы получения антигенов или антител, меченных ферментами, 
основаны на применении антител или их составляющих в качестве сшивающих звеньев. 

Генноинженерный метод получения меченого антигена основан на синтезе гибридных 
белков с помощью микроорганизмов. Этим методом, используя трансгенную Е. coli, были 
получены гибридные белки, содержащие полную аминокислотную последовательность 
бактериальной β-галактозидазы и специфическую последовательность белка от вируса 
иммунодефицита человека или вируса гепатита В [4, 18, 19]. 

Среди биологических объектов лидируют дрожжи- сахаромицеты. Этот интерес к ним 
связан с особенностями их метаболизма. Наличие двух путей энергетического обмена у 
дрожжей - анаэробного (гликолиза) и оксидативного, легло в основу получения продуктов 
брожения, в частности пива, и биомассы хлебопекарных дрожжей. 

Для создания высокоэффективных пищевых технологий, основанных на 
культивировании дрожжей, необходимо знать особенности их метаболизма и физиологии. На 
основании этих навыков можно реализовать потенцию дрожжей в целях повышения 
эффективности процесса накопления биомассы в любой отрасли биотехнологии, где 
используются дрожжи сахаромицеты, в частности в производстве пекарских дрожжей, 
пивоварении, виноделии и биосинтезе этанола [7, 17, 15]. 

В последнее время в пищевой промышленности наибольшее значение имеет вид 
Saccharomyces cerevisiae, к которому относятся дрожжи, которые используют в хлебопечении, 
пивоварении, виноделии, в производстве кваса и спиртовом производстве. Исследования 
дрожжей по наследственным признакам позволяют заключить, что дрожжи, вызывающие 
процесс брожения, относясь к виду Saccharomyces cerevisiae, являются мутантами с частично 
утраченными признаками, селекционированными при определённых условиях или на 
определённых субстратах. 

В настоящее время на данных производствах в качестве посевного материала, как 
правило, используют сухие дрожжи, которые производят во Франции, Канаде, США и ряде 
других стран [5, 22, 24]. 

Дрожжи Saccharomyces cerevisiae применяются в производстве алкогольной и 
хлебопекарной продукции, также они широко используются в научных исследованиях. S. 
cerevisiae стали первыми эукариотами, чей геном был полностью секвенирован. Этот же вид 
послужил одним из модельных объектов при изучении способности микроорганизмов к 
опережающему реагированию, т.е. к предвидению изменения условий окружающей среды. На 
культуре S. cerevisiae ведутся исследования механизмов экспрессии генов, роли белков 
теплового шока и многие другие [6, 14, 13]. 

Дрожжи рода Saccharomyces являются гетеротрофными микроорганизмами. Они в 
качестве источника энергии для своей жизнедеятельности используют только энергию связи 
органических соединений углерода - необходимых для биосинтеза компонентов. К таким 
соединениям относятся различные углеводы, содержащиеся в солодовом сусле и 
свекловичной мелассе, которые в основном и используются в современных бродильных 
производствах в качестве питательных сред для дрожжей [7,18]. 

Клетки S. сеrevisiae имеют округлую, яйцевидную или эллипсоидную форму; размер 
их колеблется от 2,5 до 10 мкм в поперечнике и от 4,5 до 21 мкм в длину. Размер и форма 
клеток одного и того же штамма определяются генетически и могут варьироваться в 
определенных пределах в зависимости от условий культивирования и последующих операций 
получения коммерческих дрожжей (обезвоживание). 

В живых клетках протекает множество биохимических процессов и последовательных 
ферментативных реакций, в которых продукт одной реакции является субстратом для 
протекания последующей реакции. По исследованиям, они включают 156 реакций 
восстановления, 21 – декарбоксилирования, 17 дезаминирования, 14 – окислении, 10 – 
этерификации, 9- конденсации, 5 – гидролиза, 1 – аминирования. [3,12, 16]. 
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Среди ферментов особое внимание следует обратить на инвертазу, кислую фосфатазу 
и трегалазу. Эти ферменты находятся как в КС, так и в периплазматическом пространстве и 
могут секретироваться дрожжевыми клетками наружу в окружающую среду. 

Инвертаза, или фосфофруктозидаза, гидролизует сахарозу. Сахароза –это основной 
углевод мелассы – на глюкозу и фруктозу. Известны щелочная и кислая фосфатазы. У кислой 
фосфатазы наблюдается максимальная активность, так как процессы жизнедеятельности 
дрожжей в бродильных производствах происходят при рН менее 5,5, в то время как оптимум 
рН для щелочной фосфатазы составляет 7,0. Кислая фосфатаза гидролизует различные 
эфирные связи фосфорной кислоты, в частности освобождая ортофосфат из молекул АТФ. 
Дрожжи имеют две основные формы кислой фосфатазы – репрессируемую, синтез которой 
ингибируется ортофосфатом среды, и конститутивную. Её уровень не зависит от 
концентрации РО4

-3 в питательной среде. 
Трегалаза - фермент, гидролизующий запасной дисахарид трегалозу с образованием 

двух гликозидных остатков. 
Наиболее существенными компонентами дрожжевой клетки являются вода, 

азотсодержащие соединения, углеводы, жиры и минеральные вещества [7, 20]. 
Дрожжи Saccharomyces cerevisiae являются эукариотическими микроорганизмами, 

генетически более сложными, чем бактерии. Клетка дрожжей, по сравнению с клеткой 
кишечной палочки Escherichia coli, содержит в 3,5 раза больше ДНК. В качестве 
экспериментального объекта дрожжи обладают многими из технических преимуществ, 
обеспечивших быстрый прогресс молекулярной генетики прокариот и их вирусов. В этой 
связи следует упомянуть их способность быстро размножаться, возможность 
манипулирования отдельными клетками дрожжей, легкость одновременного переноса 
множественных культур дрожжей на селективные среды и выделения мутантов, детальную 
изученность дрожжей как генетической системы и, что, может быть, важнее всего, 
возможность разностороннего использования системы генетической трансформации 
дрожжей. В отличие от многих микроорганизмов клетки дрожжей могут сохранять 
жизнеспособность при наличии в их генотипе множественных генетических маркеров. 
Дрожжи не патогенны, поэтому работа с ними не требует чрезвычайных мер 
предосторожности. 

Оптимальная температура для выращивания культур дрожжей составляет 30 °С. 
Стандартная полноценная питательная среда называется YEPD и состоит, помимо воды, из 
дрожжевого экстракта, пептона и глюкозы. Для культур нормальных гаплоидных клеток 
дрожжей, экспоненциально растущих при оптимальной температуре в среде YEPD, период 
генерации составляет около 90 мин. При выращивании культуры в синтетической среде, 
период генерации нормальных клеток увеличивается примерно до 140 мин. У многих 
мутантных штаммов скорость роста на синтетических средах гораздо ниже. При 
культивировании в YEPD максимальная плотность культуры составляет обычно 2 х 108 
клеток/мл, но при использовании специальных приемов может быть повышена еще на 
порядок. Максимальная плотность культур, выращенных в синтетической среде, составляет 
обычно около 107 клеток/мл [2, 23,25]. 

Выводы: Из вышеизложенных проанализированных данных можно заключить, 
планирования исследования получения активности ферментных систем дрожжей могут дать 
новые данные о перспективе новых источников ферментов для получения конъюгатов ИФА. 
Данный процесс будет зависеть от разработки новой беспрерывной технологий получения 
ферментов из модельного объекта Saccharomyces cerevisiae. 
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