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Метод ELISA: принцип, варіанти та застосування  
в біомедичних дослідженнях
Олянін В.В.,  Горбаченко В.А., Лук’янець О.О.
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Імуноферментний аналіз (ELISA) є одним із найпоширеніших методів кількісного визначення білків, 
гормонів і біомаркерів у сучасній біомедицині. У статті розглянуто історичний розвиток методу від 
класичних робіт Engvall і Perlmann (1971) до сучасних високочутливих цифрових і мультиплексних 
форматів. Описано принцип дії ELISA, основні типи — прямий, непрямий, сендвіч і конкурентний, а 
також практичні аспекти, що впливають на точність результатів: матричні ефекти, блокування, 
промивання та калібрування. Особливу увагу приділено сучасним модифікаціям, зокрема цифровому 
(Simoa) ELISA, мікрофлюїдним платформам і мультиплексним панелям, які розширюють можли-
вості одночасного аналізу кількох біомаркерів при наднизьких концентраціях. Наведено приклади 
застосування методу в дослідженнях гормонального статусу, запалення, стрес-індукованих змін, 
ПТСР та нейродегенеративних захворювань, зокрема хвороби Альцгеймера. Підкреслено, що ELISA 
залишається «золотим стандартом» біохімічної діагностики, а його розвиток у напрямку мініа-
тюризації, автоматизації й цифрового аналізу робить цей метод фундаментом персоналізованої 
медицини майбутнього.
Ключові слова: ELISA, імуноферментний аналіз, цитокіни, гормони, біомаркери, стрес, хвороба 
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ВСТУП

Імуноферментний аналіз (ELISA – enzyme-
linked immunosorbent assay) є одним із най-
важливіших і найуніверсальніших методів 
кількісного визначення біомолекул у сучасній 
біомедицині. Його створення стало резуль-
татом поступового розвитку імунологічних 
аналітичних технологій, спрямованих на 
поєднання високої специфічності реакції 
антиген–антитіло з можливістю точного 
кількісного вимірювання. Першим кроком 
у цьому напрямку був радіоімунний аналіз 
(RIA), розроблений Rosalyn Yalow і Solomon 
Berson у 1960 році для визначення інсуліну 
в сироватці крові [1]. Хоча RIA мав високу 
чутливість, використання радіоактивних ізо-
топів робило його потенційно небезпечним і 
незручним для рутинного застосування.

Пошук безпечнішої альтернативи привів 
до створення методу ELISA, який у 1971 
році незалежно запропонували дві групи 
дослідників – Eva Engvall і Peter Perlmann 

у Стокгольмі та Anton Schuurs і Bauke 
van Weemen у Нідерландах [2,3]. Їхньою 
ключовою інновацією було заміщення радіо
активних ізотопів ферментними мітками, 
що дозволило візуалізувати реакцію за 
допомогою кольорових або флуоресцентних 
продуктів ферментативного перетворення. 
Такий підхід не лише зняв ризики радіацій
ного опромінення, а й значно спростив 
технічне виконання аналізу, зробивши його 
доступним для широкого кола лабораторій. 
З того часу ELISA став базовою технологією 
для визначення антигенів, антитіл, гормонів, 
цитокінів і багатьох інших біологічно актив
них сполук [2–4].

Сьогодні ELISA є стандартним інстру
ментом не лише у клінічній діагностиці, але 
й у фундаментальних дослідженнях клітин
ної біології, нейронаук, ендокринології, 
імунології, токсикології та фармакології 
[4]. Завдяки своїй гнучкості метод дозволяє 
досліджувати як сироватку крові, так і 
клітинні лізати, цереброспінальну рідину, 
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культуральні середовища або тканинні 
гомогенати. Його застосування охоплює 
широкий спектр задач — від моніторингу 
гормонального балансу і рівня цитокінів 
до визначення білкових маркерів нейроде
генерації чи стрес-індукованих змін.

Сучасні модифікації методу – цифрові 
(digital або Simoa), мультиплексні й мікро
флюїдні — розширили межі його чутливості 
та продуктивності, дозволивши вимірювати 
концентрації білків у фемто- і аттомолярних 
діапазонах, а також аналізувати десятки 
біомаркерів одночасно [5–8]. Такі платформи 
вже використовуються для виявлення ран
ніх ознак хвороби Альцгеймера, оцінки 
системного запалення при посттравматичних 
стресових розладах (ПТСР), вивчення ендо
кринних реакцій на стрес і скринінгу нових 
лікарських препаратів [5–8]. Висока специ
фічність, кількісність, простота реалізації та 
сумісність із автоматизованими системами 
роблять ELISA універсальним аналітичним 
інструментом, що поєднує фундаментальні 
та клінічні підходи в сучасній біомедицині 
[4–8].

Таким чином, метод ELISA не лише зберіг 
актуальність протягом більш ніж півстоліття, 
а й продовжує розвиватися — адаптуючись 
до вимог сучасних досліджень, орієнтованих 
на точну діагностику, персоналізовану 
терапію й глибоке розуміння молекулярних 
механізмів фізіологічних і патологічних 
процесів [4–8].

1. Історія виникнення методу та його зна-
чення для сучасної біомедицини
Метод ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay) став одним із найважливіших досяг
нень у розвитку сучасної біомедицини. Його 
поява була логічним продовженням еволюції 
імунологічних методів кількісного аналізу, 
що розпочалася у середині ХХ століття. У 
1960 році Rosalyn Yalow та Solomon Berson 
розробили радіоімунний аналіз (RIA) для 
визначення рівня інсуліну в крові, який став 
проривом у точності вимірювань, але мав 

істотні недоліки, пов’язані з використанням 
радіоактивних ізотопів, складністю проце
дур і високими витратами [1]. Потреба 
у безпечнішій і зручнішій альтернативі 
призвела до створення методу ELISA, який 
був незалежно запропонований у 1971 році 
двома науковими групами – Eva Engvall і Peter 
Perlmann у Швеції та Anton Schuurs і Bauke van 
Weemen у Нідерландах [2,3]. Його ключовою 
інновацією стало використання ферменту 
замість радіоактивної мітки: антитіло або 
антиген кон’югували з ферментом, який 
у присутності специфічного субстрату 
генерував кольоровий, флуоресцентний 
або хемілюмінесцентний сигнал [2,3]. Така 
концепція зробила метод не лише безпечним, 
а й надзвичайно універсальним. З того ча
су ELISA став «золотим стандартом» іму
нодетекції та знайшов широке застосуван
ня у клінічній діагностиці, фармакології, 
ветеринарії, біотехнології й фундаментальній 
біомедицині [2–4]. Сьогодні за допомогою 
ELISA визначають концентрації гормонів, 
цитокінів, антитіл, маркерів запалення й 
нейродегенерації, що робить цей метод 
незамінним у дослідженнях фізіології, 
патології, нейронаук і молекулярної меди
цини [2–4].

2. Принцип методу ELISA
Метод ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay) ґрунтується на специфічній взаємо
дії антиген–антитіло і перетворенні цієї 
взаємодії у вимірюваний сигнал за допо
могою ферментної мітки [2–4,9]. У класич
ному варіанті антиген (або антитіло) іммо
білізують на твердій фазі — зазвичай це 
полістрироловий мікропланшет із 96 лун
ками, поверхня яких адсорбує білки. Далі 
додають зразок, що містить цільову моле
кулу, яка зв’язується зі специфічним анти
тілом. Наступний критично важливий етап – 
введення антитіла, кон’югованого з фер
ментом (наприклад, пероксидазою хрону 
або лужною фосфатазою). Після етапів 
відмивання незв’язаного матеріалу у лунку 
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додають субстрат для цього ферменту; 
фермент каталізує реакцію, у результаті 
якої утворюється продукт із вимірюваним 
сигналом (як правило, оптична щільність при 
певній довжині хвилі, рідше — флуоресцен
ція або хемілюмінесценція). Інтенсивність 
сигналу прямо або обернено пропорційна 
концентрації аналізованої молекули, залежно 
від формату ELISA [2–4,9,10].

Важливими параметрами методу є чутли
вість (найменша детектована кількість ана
літу), специфічність (здатність не реагувати 
на структурно подібні молекули), лінійний 
діапазон калібрування та відтворюваність 
між повторними вимірюваннями. На ці 
параметри впливають: авідність і афінність 
використаних антитіл; якість блокування 
незайнятих ділянок планшета (щоб зменши
ти неспецифічне прилипання білків); темпе
ратура та тривалість інкубацій; буфери 
відмивання; а також так звані «матричні 
ефекти» – вплив компонентів біологічної 
матриці (сироватка, плазма, гомогенат 
тканини), які можуть заважати зв’язуванню 
або змінювати активність ферменту-мітки 
[4,9–11]. Саме тому стандартна проце
дура ELISA майже завжди включає побу
дову калібрувальної кривої за відомими 
стандартами, контроль «порожньої» лунки 
(blank), негативний контроль (без аналі
зованого антигену) і позитивний контроль 
(з відомою концентрацією аналіту). Це 
дозволяє не просто виявити наявність мі
шені, а отримати кількісні дані, придатні 
для біомедичних досліджень і діагностики 
[4,9–11].

3. Основні типи ELISA
Існує кілька основних форматів методу 
ELISA, що відрізняються за схемою зв’я
зування антигену та антитіла, а також 
способом утворення вимірюваного сигналу 
[4,10,11]. Найпростішим є прямий ELISA 
(Direct ELISA), у якому аналізований антиген 
адсорбується безпосередньо на тверду фазу, 
після чого додають ферментно-марковане 

антитіло. Такий формат швидкий і потребує 
менше реагентів, однак має нижчу чутливість 
і часто супроводжується вищим фоном 
через неспецифічне зв’язування. Його зас
тосовують переважно для виявлення ви
сококонцентрованих білків або при скри
нінгових аналізах антигенів.

Непрямий ELISA (Indirect ELISA) є більш 
поширеним завдяки вищій чутливості: у 
цьому випадку спочатку додають первинне 
антитіло, яке зв’язується зі своїм антигеном, 
а потім вторинне антитіло, кон’юговане 
з ферментом, яке розпізнає Fc-фрагмент 
первинного антитіла [4,10,11]. Такий підхід 
дає можливість посилити сигнал і вико
ристовувати одне ферментно-помічене 
антитіло для виявлення різних первинних 
антитіл, що знижує вартість аналізу.

Сендвіч-ELISA (Sandwich ELISA) є «зо
лотим стандартом» для визначення білкових 
аналітів — гормонів, цитокінів, факторів 
росту тощо. У цьому форматі тверда фаза 
покривається захоплюючим антитілом, 
яке фіксує антиген із досліджуваного зраз
ка, після чого додають друге антитіло 
(детектуюче), спрямоване проти іншого 
епітопу тієї самої молекули [4,10,11]. Схе-
матичне зображення цього процесу наведено 
на Рис. 1.

Для детекції використовують ферментну 
мітку або вторинне антитіло до детектуючо-
го. Сендвіч-формат забезпечує високу спе-
цифічність і чутливість, оскільки одночасне 
розпізнавання двох різних ділянок антигену 
мінімізує перехресні реакції [4,10,11].

Нарешті, конкурентний ELISA (Compe
titive ELISA) використовується для визна
чення низькомолекулярних сполук, які мають 
лише один епітоп і не можуть зв’язувати 
два антитіла одночасно (наприклад, сте
роїдні гормони, простагландини, ліганди 
рецепторів). У цьому випадку аналіт у 
зразку «конкурує» з міченим аналогом за 
зв’язування зі специфічним антитілом: чим 
більше аналіту в зразку, тим слабкіший сигнал 
[4,10,11]. Формат характеризується високою 
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Рис.  1. Принцип сендвіч-ELISA. Антиген із біологічного 
зразка зв’язується між двома специфічними антитілами: 
перше (capture-антитіло) іммобілізоване на твердій фазі 
мікропланшета, друге (детектуюче) зв’язане з фермен-
том-міткою (наприклад, пероксидазою хрону – HRP або 
лужною фосфатазою – AP). Після додавання субстрату 
фермент каталізує реакцію з утворенням кольорового 
продукту, інтенсивність якого пропорційна концентрації 
аналіту у зразку

точністю, але складніший у калібруванні та 
обробці результатів.

Загалом, вибір типу ELISA визначається 
природою аналізованої речовини, доступ
ністю антитіл та вимогами до чутливості. Пря
мий і непрямий формати часто застосовують 
для тестування антитіл у сироватці, тоді як 
сендвіч-ELISA є стандартом для цитокінів 
і білкових гормонів. Конкурентні тести, 
навпаки, є незамінними для малих молекул і 
стероїдів [4,10,11]. Основні формати ELISA 
та їхні принципові відмінності представлені 
на Рис. 2.

4. Практичні аспекти та джерела похибок
Незважаючи на відносну простоту виконан-
ня, точність і відтворюваність методу ELISA 
значною мірою залежать від дотримання 
експериментальних умов [4,10–14]. Ключо-
вими є правильна підготовка зразків, якість 
антитіл, чистота реактивів, стабільність 
ферментних кон’югатів і суворе дотримання 

температурних режимів під час інкубацій 
[4,10–14]. Однією з найпоширеніших про-
блем є матричні ефекти — вплив компонентів 
біологічного матеріалу (сироватки, плазми, 
тканинного гомогенату), які можуть інгібува-
ти фермент або блокувати зв’язування анти-
гену з антитілом [4,10–14]. Для їх зменшення 
рекомендується застосовувати розведення 
зразка, відповідний буфер або очищення 
білкових фракцій [10–14].

Важливе значення має етап блокування, 
коли після адсорбції антигену на тверду фазу 
всі незайняті поверхневі ділянки планшета 
закривають білковим розчином (зазвичай 
BSA, желатин або казеїн). Це мінімізує 
неспецифічне зв’язування антитіл і знижує 
фоновий сигнал [10–14]. Однак надмірне 
або недостатнє блокування може, навпаки, 
призвести до спотворення результатів. Ана-
логічно, етапи відмивання між інкубаціями 
мають вирішальне значення: залишкові 
незв’язані білки або кон’югати є основним 

Рис. 2. Основні типи ELISA. Схематичне зображення 
принципів трьох поширених форматів: прямого (Direct), 
непрямого (Indirect) та конкурентного (Competitive) 
ELISA. У прямому ELISA антиген зв’язується безпосеред-
ньо з ферментно-маркованим антитілом. У непрямому – 
спочатку з первинним антитілом, а потім із вторинним, 
кон’югованим із ферментом. У конкурентному ELISA 
аналізований антиген конкурує з міченим антигеном 
за зв’язування з антитілом, тому інтенсивність сигналу 
обернено пропорційна концентрації аналіту
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джерелом фонових сигналів. Оптимальна 
кількість циклів відмивання (зазвичай 3–5) 
та склад буфера (PBS-Tween або TBS-Tween) 
підбираються експериментально [10–14].

Ще одне джерело похибок — перехресна 
реактивність антитіл. Навіть високоякісні 
антитіла можуть зв’язуватися зі структурно 
подібними білками, особливо при роботі з 
тваринними моделями або гетерологічними 
системами [10–14]. У таких випадках не-
обхідна ретельна перевірка специфічності 
антитіл за допомогою контролів або аль-
тернативних методів (наприклад, Western 
blot). Крім того, нестабільність ферментних 
кон’югатів при зберіганні, надлишкове світло 
або багаторазове заморожування/розморожу-
вання знижують активність ферменту (HRP, 
AP) і можуть суттєво змінити інтенсивність 
сигналу [10–14].

Значну увагу слід приділяти калібруван-
ню — побудові стандартної кривої за відо-
мими концентраціями аналіту. Застосування 
неправильної моделі апроксимації (лінійної 
чи логістичної) або некоректне введення 
контрольних значень призводить до сис-
тематичних помилок у кількісному аналізі 
[10–14]. Рекомендується використовувати 
принаймні дві технічні повторності для 
кожної точки стандарту та кожного зразка, 
а також включати негативні та позитивні 
контроли, що дозволяє оцінити ефективність 
реакції і виключити помилки при додаванні 
реагентів [10–14].

В останні роки з’явилися програмні 
комплекси для автоматичної обробки даних 
ELISA, які враховують нелінійність калі-
брувальної кривої та статистичні параметри 
відтворюваності (CV, R²). Тим не менш, 
людський фактор — неточності при піпету-
ванні, змішуванні реагентів чи відхилення 
від протоколу — залишається основним 
джерелом варіацій. Саме тому стандартизація 
протоколів і суворе дотримання рекоменда-
цій виробників тест-систем є обов’язковими 
умовами отримання достовірних результатів 
[10–14].

5. Сучасні модифікації методу ELISA
Сучасний розвиток ELISA йде у трьох го
ловних напрямах: підвищення чутливості 
(ультрачутливі / «digital» формати), муль
типлексування та мініатюризація з авто
матизацією [5–8,15–17]. Класичний сенд
віч-ELISA дає змогу кількісно вимірювати 
аналіти в діапазоні пг/мл, але для низько-
концентрованих цитокінів, нейродегенера-
тивних маркерів або гормонів стресу цього 
вже недостатньо. Це призвело до появи так 
званих цифрових і надчутливих форматів 
[5,6,15–17].

Одним із ключових проривів стала 
технологія Single Molecule Array (Simoa), 
яку часто називають «цифровим ELISA» 
[5,6,15–17]. Її принцип полягає в тому, 
що окремі імунні комплекси (антиген між 
двома антитілами) захоплюються на мік
росфері й розподіляються у великій кіль
кості мікрокамер об’ємом фемтолітри. 
Далі визначається не аналоговий рівень 
сигналу, а факт наявності/відсутності сиг
налу в кожній камері — тобто підрахунок 
відбувається на рівні окремих молекул 
[5,6,15–17]. Такий підхід зсуває межу де
текції до субфемтомолярного або навіть 
аттомолярного діапазону і дозволяє кількісно 
визначати білки, які раніше можна було 
оцінювати тільки непрямими методами 
(наприклад, інтерферон-α у сироватці лю
дини або рідкісні запальні маркери в лік
ворі) з понад тисячекратним виграшем у 
чутливості порівняно з класичним ELISA 
[5,6,15–17]. Ці ультра-чутливі цифрові іму
ноаналізи вже активно застосовуються для 
виявлення біомаркерів нейродегенеративних 
і нейрозапальних станів, онкологічних 
маркерів і ранніх імунних відповідей при 
вірусних інфекціях, а також для дослідження 
патофізіології аутоімунних захворювань [5–
8,15–17]. Це означає, що ELISA перестав бути 
лише «напівклінічною» технікою і фактично 
зайшов у простір стратифікаційної медицини, 
де важливі надзвичайно низькі рівні цито
кінів або нейро-білків як прогностичні 
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маркери тяжкості перебігу хвороби [5–8,15–
17]. У сучасних оглядах цифрову ELISA 
розглядають як платформу, яка закриває 
розрив між класичною імуноферментною 
діагностикою та методами молекулярної 
біології за рівнем чутливості, і як крок 
до персоналізованої, ранньої діагностики 
[5–8,15–17]. Еволюцію розвитку ELISA – від 
класичних форматів до цифрового та мікроф-
люїдного аналізу – показано на Рис. 3.

Другий напрямок — мультиплексні па-
нелі, коли в одній лунці або на одній мікро-
частинці паралельно визначається десяток 
і більше аналітів [6,15–17]. Технічно це 
досягається або за рахунок набору різноко-
дованих мікросфер із різними антитілами-
захоплювачами (immunobead arrays), або 
за рахунок мікрочипів, де кожна мікрозона 
функціоналізована своїм антитілом [6,15–17]. 
Мультиплексні формати істотно економлять 
об’єм проби (критично при роботі з ліквором 
тварин, плазмою маленьких гризунів, біопта-
тами мозку) і дозволяють будувати профілі 
цитокінів, гормонів, факторів росту чи ней-
розапальних медіаторів як єдину сигнатуру 
стану [6,15–17]. У клінічній лабораторній 
медицині мультиплексні імуноаналізи вже 

розглядаються як інструмент для стратифіка-
ції пацієнтів за імунним статусом та ризиком 
ускладнень, а не просто як окремі «номери 
аналізів» [6,15–17].

Третій напрямок — мікрофлюїдизація, 
автоматизація й переносимість [7,8,16,17]. 
Сучасні мікрофлюїдні («lab-on-a-chip») 
платформи відтворюють повний цикл 
ELISA (зв’язування, промивання, додавання 
субстрату та зчитування) у мікроканалах 
об’ємом піколітри–нанолітри [7,8,16,17]. 
Зменшення об’єму реакції різко підвищує 
співвідношення поверхня/об’єм і прискорює 
кінетику зв’язування, що скорочує тривалість 
аналізу в рази та підвищує чутливість за 
рахунок ефективнішого масоперенесення 
[7,8,16,17]. Такі чіпи можуть бути інтегровані 
з оптичною або електрохімічною детекцією 
й орієнтовані на point-of-care: тобто аналіз у 
білялікарняних або навіть польових умовах 
без великої лабораторії [7,8,16,17]. Важливо, 
що мікрофлюїдні рішення тепер намагаються 
зробити сумісними з форм-фактором стан-
дартного планшета або створюють портатив-
ні масиви сенсорів для одночасного аналізу 
декількох біомаркерів, включно з вірусними 
антигенами, онкомаркерами чи метаболітами 
[7,8,16,17]. Такі системи розглядають як на-
ступний крок до рутинної клінічної експрес-
діагностики та персональної моніторингової 
медицини — особливо в інфекційних захво-
рюваннях і онкоскринінгу [7,8,16,17].

Загалом, сучасні модифікації ELISA 
рухаються від «один аналіз — один мар
кер — у лабораторії» до сценарію «над
чутливо, багатоканально, на місці збору 
біоматеріалу» [5–8,15–17].  Поєднання 
цифрового підрахунку одиничних молекул 
(Simoa), мультиплексного профілювання 
і мікрофлюїдних платформ формує тех
нічну базу для ранньої діагностики нейро
дегенеративних порушень, скринінгу онко
логічних біомаркерів, моніторингу цитокі
нових каскадів при тяжких інфекціях, оцінки 
системного стресу та навіть стратифікації 
пацієнтів за ризиком ускладнень у реальному 

Рис. 3. Еволюція методу ELISA. Схематичне представлен-
ня розвитку імунологічних аналітичних технологій: від 
радіоімунного аналізу (RIA, 1960) до класичного ELISA 
(1971), а згодом — до мультиплексного, цифрового (Simoa) 
та мікрофлюїдного «lab-on-a-chip» форматів. Кожний 
етап позначає підвищення чутливості, автоматизації 
та зменшення об’єму проби, що забезпечує перехід від 
лабораторних досліджень до персоналізованої діагностики
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часі [5–8,15–17]. У перспективі саме ці 
напрями розглядають як міст між класичним 
ELISA та повністю персоналізованою, «біо
сенсорною» медициною майбутнього [5–8, 
15–17].

6. Застосування методу ELISA в біомедич-
них дослідженнях
Метод ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay) широко використовується для кіль
кісного визначення білків, гормонів, антитіл, 
цитокінів та інших біомолекул у різних 
біоматеріалах — сироватці, плазмі, лікворі, 
тканинних гомогенатах або середовищах клі
тинної культури [18,19]. Його застосування 
в біомедичних дослідженнях охоплює такі 
напрями:

• Визначення гормонів. ELISA використо-
вується для кількісного вимірювання рівнів 
гормонів (наприклад, кортизолу, тестосте-
рону, естрадіолу, тиреоїдних гормонів) як 
в клінічній діагностиці, так і в доклінічних 
моделях (тваринах) [18].

• Моніторинг цитокінів і маркерів запа-
лення. Метод дає змогу оцінювати концен-
трації цитокінів (IL-6, TNF-α, IL-1β тощо) і 
хемокінів у дослідженнях імунної відповіді, 
запалення, нейрозапальних процесів [18,19]. 
ELISA залишається популярним вибором для 
моніторингу цитокінів завдяки своїй специ-
фічності та доступності [18,19].

• Перехід між видами (людина ↔ ла-
бораторні тварини). У експериментальних 
дослідженнях на щурах або мишах ELISA 
дозволяє порівнювати біомаркери між вида-
ми — наприклад, вивчати нейродегенерацію, 
гормональний статус, стрес-реакцію, де рівні 
аналітів іноді суттєво відрізняються від люд-
ських [18–20].

• Комплексний профіль біомаркерів. 
У сучасних дослідженнях часто застосо-
вують мультиплексні панелі, засновані на 
ELISA-подібних принципах, наприклад, 
одночасне вимірювання десятків цитокінів і 
стероїдних / тиреоїдних гормонів у слині під 
час гострої стрес-реакції [20].

• Методичні аспекти. При роботі з клі
нічними зразками важливо враховувати, 
що попередня обробка зразка (наприклад, 
інактивація вірусу або термообробка) може 
суттєво впливати на виявлення цитокінів 
методом ELISA. Продемонстровано, що на-
грівання плазми до 60 °C на 1 годину зменшує 
детектованість окремих цитокінів на десятки 
відсотків (до 33–99 %) [21].

Цікавим є те, що використання ELISA 
в дослідженнях біомаркерів стресу, нейро
дегенерації чи ПТСР дозволяє отримувати 
кількісні дані, які можна співвідносити з 
поведінковими тестами і молекулярними 
показниками (наприклад, ELISA для вимі
рювання кортизолу чи цитокінів у серії 
експериментів на щурах) [18–21]. Таким 
чином, ELISA виступає «містком» між 
молекулярною / біохімічною аналітикою та 
поведінковими чи клінічними показниками 
[18–21].

6.1. . Застосування ELISA для дослідження 
стресу та ПТСР
ELISA є базовим інструментом для кількісного 
вимірювання гуморальних маркерів стресу і 
запалення як у тваринних моделях ПТСР, так 
і у людей після травматичного впливу [22–25]. 
По-перше, за допомогою імуноферментного 
аналізу рутинно визначають рівні кортизолу 
(або кортикостерону в гризунів) у плазмі, слині 
чи сироватці [22,24]. Цей показник відображає 
активацію гіпоталамо-гіпофізарно-наднирни-
кової (HPA) осі і є одним із найуживаніших 
біомаркерів стресу [22,24]. В роботах із 
моделювання ПТСР у тварин, а також у 
клінічних дослідженнях травматизованих 
пацієнтів, концентрації кортизолу, виміряні 
ELISA, використовують для стратифікації 
«вразливих» і «резилієнтних» особин, тобто 
тих, хто демонструє або не демонструє 
поведінкові фенотипи ПТСР після стресу 
[22–25]. Це дозволяє поєднувати поведінкові 
показники (тривожність, уникання, гіпер
збудження) з ендокринним профілем HPA-осі 
[22,24,25].
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Водночас виявлено, що сам по собі 
кортизол не завжди є достатнім маркером, 
і більш інформативним може бути його 
поєднання з імунними показниками [22–25, 
33]. Під час гострої або хронічної стрес-ре-
акції (і в пацієнтів із ПТСР) відзначають 
зміни в профілі прозапальних цитокінів, 
зокрема IL-6, TNF-α, IL-1β, а також анти-
запальних медіаторів, як-от IL-1Ra (антаго-
ніст рецептора інтерлейкіну-1) [22–25]. Їхні 
рівні у слині, плазмі або сироватці так само 
кількісно визначають за допомогою сен-
двіч-ELISA, і підвищений рівень таких цито-
кінів після стресу корелює з більш тяжкими 
психоемоційними проявами та тривалішою 
дисрегуляцією HPA-осі [22–25]. Цікаво, що 
деякі роботи показали одночасне підвищен
ня IL-6 та компенсаторне збільшення IL-1Ra 
після гострого стресу, що інтерпретується 
як спроба організму «пригасити» власне 
запалення [22,23,25]. Це прямо використо-
вують як об’єктивний біомаркер стресової 
відповіді, а не лише як загальнозапальний 
показник [22–25].

Такі підходи застосовують не лише у 
людей, але й у щурячих і мишачих моделях 
ПТСР, де за допомогою ELISA оцінюють 
нейрозапальний фон (наприклад, рівні 
цитокінів у мозкових структурах, пов’язаних 
зі страхом та емоційною пам’яттю) ще до 
прояву поведінкових симптомів [22,23,25]. 
Це важливо, бо дозволяє показати, що 
запальна чутливість мозку або периферична 
прозапальна «примованість» може пере
дувати самій травмі — тобто ELISA-біо
маркери іноді виявляють «схильність» 
до ПТСР, а не тільки наслідок травми 
[22–25]. Таким чином, ELISA у сфері ПТСР 
дає дослідникам можливість одночасно 
оцінювати ендокринний (кортизол) і імунний 
(цитокіни) компоненти реакції на стрес і 
співвідносити їх із поведінкою, пам’яттю 
страху й тривожністю, що критично для 
розуміння патофізіології стресових розладів 
і для розробки біомаркерів вразливості та 
ефективності терапії [22–25].

6.2. Застосування ELISA для дослідження 
нейродегенерації та хвороби Альцгеймера
ELISA — один із основних методів вимірю-
вання білкових біомаркерів нейродегене-
рації в лікворі (цереброспінальній рідині, 
CSF) та плазмі крові [26–32]. Для хвороби 
Альцгеймера рутинними є сендвіч-ELISA для 
амілоїд-β (Aβ42, Aβ40), загального тау (t-tau) 
та фосфорильованого тау (p-tau181, p-tau217, 
p-tau231) [26–32]. Класичні імуноферментні 
набори (наприклад, INNOTEST) досі вико-
ристовуються як лабораторний стандарт і 
порівнюються з новими платформами, таки-
ми як повністю автоматизовані аналізатори 
або мас-спектрометрія [26–29]. Результати 
ELISA по Aβ42 і p-tau безпосередньо вплива-
ють на клінічне рішення: вони допомагають 
відрізнити Альцгеймерівський тип ураження 
від інших причин когнітивних порушень, 
уточнити діагноз при атиповій деменції й 
навіть змінити план лікування [26–29]. У 
великих когортних дослідженнях показано, 
що додавання CSF-біомаркерів, визначених 
ELISA, змінює попередній клінічний діагноз 
приблизно у чверті пацієнтів з когнітивними 
порушеннями і підвищує впевненість лікаря 
в діагнозі та у виборі терапії [26–29]. Це 
означає, що ELISA перестав бути просто до-
слідницьким методом і фактично увійшов у 
алгоритми підтримки клінічних рішень при 
нейродегенеративних станах [26–29].

Сучасна тенденція — перехід від ліквору 
до плазми [30–32]. Поліпшені (у тому 
числі цифрові) ELISA-формати здатні виз
начати p-tau та Aβ у крові на рівнях, які 
раніше вважалися занадто низькими для 
надійного вимірювання [30–32]. Це критично 
важливо для раннього виявлення патології 
Альцгеймера до розвитку виражених симп
томів і для масового скринінгу, коли люм
бальна пункція небажана [30–32]. Дані за 
2023–2025 роки показують, що високочутливі 
імуноферментні аналізи фосфорильованого 
тау у плазмі добре корелюють із маркерами 
на ПЕТ-зображеннях амілоїдних і тау-
накопичень у мозку й можуть служити 
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інструментом стратифікації пацієнтів у 
клінічних випробуваннях [30–32]. Таким 
чином, ELISA тепер виконує роль не тіль
ки дослідницького інструменту, а ще й 
біомаркера для відбору пацієнтів у терапев
тичні дослідження антиамілоїдних і антитау-
препаратів, а також моніторингу відповіді на 
лікування [30–32? 34,35].

7. Висновки
ELISA еволюціонував від класичної імуно-
ферментної реакції, запропонованої у 1971 
році як безпечна альтернатива радіоімунному 
аналізу [2,3], до універсальної технології, 
яка сьогодні охоплює рутинну діагностику, 
фундаментальні дослідження і персоналізо-
вану медицину [4–8,18–21,26–32]. Завдяки 
поєднанню високої специфічності взаємодії 
антиген–антитіло та кількісного зчитування 
фермент-залежного сигналу, цей метод став 
стандартом для визначення гормонів, ци-
токінів, аутоантитіл, нейродегенеративних 
маркерів і медіаторів стрес-реакції [4–8,18–
21,26–32]. Сучасні модифікації – цифрові 
(single molecule / Simoa), мультиплексні та 
мікрофлюїдні – суттєво розширили мож-
ливості ELISA: тепер можна вимірювати 
наднизькі концентрації маркерів нейрозапа-
лення й нейродегенерації у плазмі, будувати 
індивідуальні профілі запальної відповіді 
при стресі та ПТСР, а також використовувати 
біохімічні показники для корекції клінічних 
рішень, зокрема при хворобі Альцгеймера 
[5–8,15–21,26–32]. Таким чином, ELISA пе-
рестав бути лише лабораторним методом і 
фактично став мостом між молекулярними 
механізмами і клінічним фенотипом: від 
моделі щура до пацієнта, від експерименту 
до терапевтичної стратегії [18–21,26–32]. 
Його подальший розвиток (мініатюризація, 
автоматизація, інтеграція з point-of-care 
платформами та AI-аналізом) означає, що 
ELISA залишається не просто «класикою», 
а технологією, яка адаптується до вимог 
сучасної біомедицини — рання діагностика, 
стратифікація пацієнтів, моніторинг лікуван-
ня і біомаркери ризику [5–8,15–21,26–32].

Висновки
Метод ELISA протягом понад п’яти десятиліть 
залишається одним із ключових інструментів 
кількісного визначення білків, гормонів та 
біомаркерів у біомедичних дослідженнях. 
Його універсальність ґрунтується на поєд-
нанні високої специфічності взаємодії анти-
ген–антитіло з точним фотометричним або 
хемілюмінесцентним зчитуванням. Розвиток 
класичних форматів — прямого, непрямого, 
сендвіч і конкурентного ELISA — забезпечив 
широкий діапазон аналітичних можливостей 
для різних типів молекул та експерименталь-
них задач.

Сучасні технологічні модифікації методу, 
включно з цифровими платформами (Simoa), 
мультиплексними панелями та мікрофлюїд-
ними системами «lab-on-a-chip», значно 
підвищили його чутливість і пропускну здат-
ність. Це дало змогу аналізувати наднизькі 
концентрації біомаркерів у плазмі та лікворі, 
отримувати комплексні цитокінові профілі та 
проводити ранню діагностику нейродегене-
ративних і запальних станів.

Застосування ELISA у дослідженнях стре-
су, ПТСР, нейродегенерації й ендокринних по-
рушень підкреслює його роль як «містка» між 
фундаментальною біологією, експерименталь-
ними моделями та клінічними спостереження-
ми. Метод дозволяє інтегрувати молекулярні, 
гормональні та імунологічні показники з по-
ведінковими та нейрофізіологічними даними, 
що робить його незамінним у багатокомпо-
нентних біомедичних дослідженнях.

Таким чином, ELISA не лише зберігає 
статус «золотого стандарту» аналітичної 
імунології, але й продовжує розвиватися у 
напрямку мініатюризації, автоматизації та 
цифрової діагностики. Це забезпечує його 
ключову роль у сучасній персоналізованій 
медицині: від моніторингу стану пацієнтів і 
стратифікації ризиків до оцінки ефективності 
терапії та розробки нових біомаркерів.

Подяка. Ця робота була підтримана 
грантом Національного фонду досліджень 
України № 2023.05/0023. 
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RESEARCH
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of Sciences of Ukraine, Kyiv, Ukraine
The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is 
one of the most widely used methods for the quantitative 
determination of proteins, hormones, and biomarkers in 
modern biomedicine. This article reviews the historical 
development of the method—from the classical work of 
Engvall and Perlmann (1971) to contemporary high-sensitivity 
digital and multiplex formats. The principles of ELISA, its 
main types (direct, indirect, sandwich, and competitive), as 
well as practical factors that influence analytical accuracy—
such as matrix effects, blocking, washing, and calibration—are 
described. Special attention is given to recent technological 
advancements, including digital (Simoa) ELISA, microfluidic 
platforms, and multiplex panels that enable simultaneous 
analysis of multiple biomarkers at ultra-low concentrations. 
Examples are provided of ELISA applications in studies of 
hormonal status, inflammation, stress-induced changes, PTSD, 
and neurodegenerative diseases, particularly Alzheimer’s 
disease. The article highlights that ELISA remains the “gold 
standard” of biochemical diagnostics, and that ongoing 
developments in miniaturization, automation, and digital 
analysis are establishing this method as a foundation for future 
personalized medicine.
Keywords: ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay, 
cytokines, hormones, biomarkers, stress, Alzheimer’s disease, 
Simoa, microfluidic technologies, multiplex analysis.
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