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Воспалительная реакция наступает в тече-
ние нескольких минут в ответ на флогогенные 
агенты и может длиться до нескольких дней, 
пока патологическое состояние не будет устра-
нено и ткань не восстановится. Этот процесс 
известен как острая воспалительная реакция, 
которая контролируется и самоограничивается 
посредством активации противовоспалитель-
ных механизмов для поддержания тканево-
го гомеостаза.

Если течение воспаления после острого пе-
риода приобретает затяжной характер, воспа-
ление становится хроническим. Это состояние 
длится от нескольких дней до нескольких лет 
и может быть локальным, ограниченным ме-
стом острой реакции, или системным.

Воспалительный процесс включает в себя: 
Индукторы воспаления, флогогенные аген-

ты, которые запускают воспалительную реакцию; 
Сенсоры, такие как макрофаги, тучные 

клетки и дендритные клетки, которые стимули-
руют выработку химических медиаторов в ответ 
на индукторы; 

Медиаторы, среди которых цитокины  – 
являются межклеточными мессенджерами, ко-
торые в первую очередь действуют локально 
на ткани-мишени с очень быстрым ответом;

Ткани-мишени, где медиаторы вызывают 
воспалительную реакцию до нейтрализации 
флогогенных факторов.

Медиаторы воспаления включают цитоки-
ны, гетерогенную группу полипептидов, белков 
и гликопротеинов, которые опосредуют клеточ-
ную сигнализацию и коммуникацию между клет-
ками иммунной системы, а также между иммун-
ными клетками и другими тканями и органами. 
В ответ на флогогенные агенты подмножество 
цитокинов, называемых провоспалительными 
цитокинами, секретируется различными типа-
ми клеток, например, активированными моно-
цитами/макрофагами, Т-хелперными клетками, 
и тучными клетками, чтобы вызвать воспаление 

и активировать врожденные иммунные клетки 
в очаге воспаления.

При секреции в небольших количествах про-
воспалительные цитокины действуют локально. 
При секреции в гораздо больших количествах 
может произойти “перетекание” цитокинов 
из воспаленной ткани в систему кровообраще-
ния. Как следствие, уровни циркулирующих ци-
токинов, которые в физиологических условиях 
находятся в пикомолярном диапазоне, увели-
чиваются в 1000 раз во время воспалительной 
реакции [1,2].

Маркеры воспаления
IL-6 является ключевым цитокином при  

определении острого системного воспаления 
различного генеза, однако при развитии хрони-
ческого системного воспаления он в большин-
стве случаев, доминируя над IL-10, заметно 
уступает по чувствительности или примерно со-
ответствует TNF-α и IL-8. 

IL-10 при остром системном воспалении 
наряду с IL-6 является ключевым цитокиновым 
показателем, характеризует противовоспали-
тельное звено системной воспалительной реакции 
(СВР), его высокие концентрации (> 25 пг/мл) яв-
ляются критерием тяжести процесса. 

К показателям СВР «первого плана» при  
хроническом системном воспалении из иссле-
дованных цитокинов следует отнести TNF-α 
и IL-8. Эти цитокины у большинства пациентов 
с патологиями наряду с IL-6 вносят наиболь-
ший вклад в формирование интегральных пока-
зателей СВР. При остром же варианте систем-
ного воспаления ответ со стороны TNF-α даже 
при критических для жизни состояниях сравни-
тельно невелик. В несколько меньшей степени 
эта закономерность характерна для IL-8.

В целом по чувствительности для диагно-
стики СВР как при острых, так и при хрониче-
ских патологиях IL-1β существенно уступает 
другим исследуемым провоспалительным цито-
кинам – IL-6, IL-8, TNF-α [3].

Моделирование CFA  
индуцированного воспаления

Морские свинки считаются более подходя-
щими моделями для изучения различных воспа-
лительных и инфекционных заболеваний чело-
века, чем мыши и крысы. В экспериментальной 
части используют самок беспородных морских 
свинок массой 200-250 г (возраст 3-4 недели). 
Для создания экспериментальных групп живот-
ных раствор полного адъюванта Фрейнда (CFA) 
в количестве 50, 100 или 200 мл вводят под кожу 
в заднюю лапу в районе стопы. Морским свин-
кам контрольной группы вводят 200 мкл на-
трий-фосфатного буфера (PBS). Через 1 день 
после инъекции CFA, а затем каждые 3–4 дня 
измеряют ширину дистальной части плюсны 
обеих задних лап. Измерения ширины дисталь-
ного района плюсны обеих задних лап показали, 
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что размер задней конечности, в которую вво-
дили CFA, увеличивается в результате развития 
воспалительной реакции. Реакция в виде от-
ека проявлялась в первый день после инъекции. 
При этом в группе «200 мкл» отек был сильнее 
и охватывал почти всю лапу [4, 5]. 

Метод определения маркеров воспаления
Антитела являются наиболее широко ис-

пользуемым элементом биоопределения в био-
сенсорике. Тем не менее, были предприняты 
меры по поиску альтернативных связующих, 
чтобы преодолеть основные ограничения, свя-
занные с использованием антител. Они могут 
быть подразделены на аптамеры ДНК/РНК 
и пептидные аптамеры. Первые представляют 
собой синтетические олигонуклеотиды, специ-
ально полученные и отобранные in vitro.

Пептидные аптамеры основаны на отно-
сительно небольших, структурно устойчивых 
белках в качестве каркаса с соединительными 
петлями. Эти сконструированные каркасы обла-
дают высокой аффинностью и специфичностью, 
низкой стоимостью производства и небольшим 
размером, что также придает им длительный 
срок службы. Более того, высокий контроль 
за их последовательностью и легкий синтез 
позволяют разрабатывать специальные моди-
фикации, такие как вставка линкера или функ-
циональной группы, которые позволили бы осу-
ществлять контролируемую иммобилизацию 
на поверхности. Для обнаружения цитокинов 
без меток использовались оба варианта элемен-
тов для биоопределения.

Иммуноферментный анализ (ИФА) – это ко-
личественный биохимический метод, который 
основан на взаимодействии антитело-антиген 
и колориметрической реакции для определения 
специфичности анализируемого вещества. Этот 
анализ остается технологией “золотого стандар-
та” для обнаружения и количественного опреде-
ления цитокинов с очень высокой чувствитель-
ностью в диапазон концентраций ниже пг/мл 
для цитокинов, таких как IL-6 (LOD 0,09 пг/мл). 

Технология, основанная на проточной ци-
тометрии (например, Luminex) использует ла-
зерный луч и флуоресцентно меченые антитела, 
проходящие по камере для обнаружения био-
маркеров и клеток. 

Этот метод появился, чтобы преодолеть 
ограничение обнаружения одной молекулы, 
и широко используется в исследованиях с ана-
логичной чувствительностью, как и ИФА, обна-
ружение в диапазоне концентраций ниже пг/мл 
(LOD 0,2 пг/мл для IL-6). 

Оба коммерческих метода высокочувстви-
тельны и селективны, но они имеют некоторые 
ограничения: оба требуют много времени, весь 
процесс занимает 3-8 ч; требуются относитель-
но большие объемы образцов (50-100 мкл на об-
разец для ИФА, а для Luminex требуется только 

25-50 мкл для нескольких образцов), но для обо-
их необходимо специализированное оборудова-
ние и персонал, а также флуоресцентная марки-
ровка для обнаружения [4].

Оптические биосенсоры цитокинов, кото-
рые основаны на локализованном поверхност-
ном плазмонном резонансе (LSPR), который 
имеет место, когда электроны зоны проводимо-
сти объектов нанометрового размера участвуют 
в коллективных колебаниях. 

Поскольку цитокины являются относитель-
но маленькими белками, нанофотонные биосен-
соры доказали свою высокую эффективность 
в их обнаружении, позволяя обнаруживать 
множество цитокинов на микрочипе, функци-
онализированном различными антителами, 
и интегрировать модули культивирования кле-
ток для достижения анализа в режиме реального 
времени. Другие недавние примеры нанострук-
турирования включают интеграцию оптических 
и электрических компонентов.

Это относится к биосенсору IL-1β состоя-
щему из нанопластического блока, интегриро-
ванного с микроэлектродами и микрофлюида-
ми, разработанными Song et al.

Электроды, присутствующие в датчике, соз-
дают электроосмотический эффект в электро-
лите: электродинамическое перемешивание по-
вышает производительность датчика как с точки 
зрения времени отклика (5-15 мин), так и с точ-
ки зрения высокой чувствительности (1 пг/мл) 
определения цитокинов в разбавленной сыво-
ротке крови человека. 

Цитокины не являются электрохимически 
активными: следовательно, их можно непосред-
ственно количественно определить с помощью 
электрохимических средств путем мониторинга 
изменение реакции окислительно-восстанови-
тельного зонда в растворе (обычно пары ферри/
ферроцианид калия) при связывании мишени 
с рабочим электродом, модифицированным спец-
ифическим связующим. Электрохимическая им-
педансная спектроскопия (EIS) на сегодняшний 
день является наиболее широко используемым 
электрохимическим методом для обнаружения 
цитокинов и хемокинов: биосенсоры на основе 
EIS были продемонстрированы для IL-6, IL-8, 
IL-1β, TNF-α, IFN-γ, и TGF-β [6].

Вывод
Биосенсеры электрохимического опре-

деления биомаркеров воспаления действуют 
на несколько порядков, охватывая клиниче-
ски значимый диапазон цитокинов, и  демон-
стрируют низкие пределы обнаружения. Наи-
более примечательно, что помимо валидации 
в буферных тестовых растворах, в большин-
стве представленных выше работ сообщалось 
об электрохимическом обнаружении биомарке-
ров воспаления в более сложных растворах, та-
ких как искусственный пот или даже в реальных 
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биологических образцах, таких как слюна, сле-
зы и сыворотка.
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Лихорадка Западного Нила (ЛЗН) это ар-
бовирусное инфекционное заболевание, кото-
рое вызывается Flavius семейства Flaviviridae. 
Вирус ЛЗН состоит из одноцепочечной РНК. 
Данное заболевание является трансмиссивным, 
вирус циркулирует по энзоотическому циклу, 
то есть передается позвоночным хозяевам ин-
фицированным переносчиком-комаром в про-
цессе кровопускания. Mosquitoes Culex служат 
основными переносчиками вирусной передачи, 
в то время как другие виды комаров, подобные 
Aedes, также могут служить переносчиками [3].

Вирусный менингоэнцефалит был прояв-
лением инфекции, которая привлекла ученых 
для проведения исследований вируса западного 
Нила в связи с регистрированием 2964 случаев 
заболеваний в 35 субъектах Российской Феде-
рации начиная с 1999 по 2020 год. Этап выде-
ления антигена вируса Западного Нила (ВЗН) 
необходим для его дальнейшего исследования. 
Одним из методов очищения выделенного анти-
гена ВЗН является гель-хромматография. Анти-
тела IgM и IgG являются ключевыми маркерами 
для выявления заболевания, что показывает не-
обходимость проведения иммуноферментного 
анализа при лабораторной диагностике [1].

Характеристика возбудителя ЛНЗ
Лихорадка Западного Нила – это острое ин-

фекционное вирусное заболевание с преимуще-
ственно трансмиссивным заражением человека, 
то есть через укус кровососущих насекомых 
или особей типа членистоногих [3]. 

В структуру вируса входит одноцепочечный 
геном РНК положительного смысла, который 
связан с капсидом, с образованием нуклеокап-
сида, имеющего икосаэдрическую симметрию. 
Сам нуклеокапсид окружен липидным слоем со 
встроенными белками, образующий оболочку, 
что является осложняющим фактором для его 
детекции и очистки. На оболочке находятся 
гликопротеиды, которые необходимы вирусу 
для прикрепления к клетке-хозяина [2].

Лабораторная диагностика ВЗН  
и метод очистки его антигена

Исходя из МУК 4.2.3009-12 по «Порядку 
организации и проведения лабораторной диа-
гностики лихорадки Западного Нила в лаборато-
риях территориального, регионального и феде-
рального уровней» для установления диагноза 
необходимо провести три этапа исследования:

1. Для детекции РНК вируса Западного Нила  
необходимо проводить молекулярно-генетич-
ского исследования с помощью ОТ-ПЦР, где 
образцами являются цельная кровь, сыворотка 
или плазма крови, лейкоцитарная фракция кро-
ви и спинно-мозговая жидкость.

2. Иммуноферментный анализ (ИФА) на ан-
титела класса M (IgM) и G (IgG) после забора 
парных сывороток крови или спинномозговая 
жидкость (СМЖ) больного/ реконвалесцента 
натощак из локетвой вены.

3.  Вирусологический анализ проводится для  
дальнейшего изучения ВЗН, где биоматериалами 
являются консервированная кровь, сгустки крови 
и секционный материал. В качестве секционного 
материала служат головной мозг, почки, печень.

Обнаружение фрагмента РНК вируса За-
падного Нила при ОТ-ПЦР, выявление по-
ложительных результатов парных сывороток 
на иммуноглобулины классов M и G после ИФА 
подтверждает наличие инфекции Лихорадки За-
падного Нила [4].

Однако существуют трудности в постановке 
диагноза, которые возникают из-за неоднознач-
ности результатов после проведении исследова-
ний, вследствие неправильного подбора тест-
системы. Исключение неточностей в результатах 
лабораторных диагностик достигается посред-
ством выбора наиболее специфичных тест – си-
стем, что в свою очередь происходит благодаря 
подбору определенного антигена, который будет 
присутствовать в основе данной тест – системы. 
Для выделения высоко иммуногенного антигена 
необходимо очистить искомый антиген высоко-
эффективным методом. Одним из таких методов 
очистки является гель – хроматография.


