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Микропланшетный иммуноферментный анализ широко применяется для выявления и контроля содержания разнообразных соединений благодаря высокой чувствительности и производительности, возможности исключать влияние матрикса тестируемых проб. В связи с этим представляет интерес применение в микропланшетном формате других рецепторных молекул, в частности – аптамеров. Востребованность аналитического использования этих олигонуклеотидных рецепторов обусловлена простотой их синтеза и модификации, низкой стоимостью, стабильностью в широком диапазоне условий.
Проведенное исследование было направлено на разработку ферментативного микропланшетного аптамерного анализа афлатоксина В1 (АФВ1) – широко распространённого токсичного контаминанта растительных продуктов питания, представляющего большую угрозу для жизни и здоровья людей. 
Реализовано две схемы проведения анализа. Первая, классическая, основанная на конкуренции между АФВ1 в растворе и АФВ1 в составе иммобилизованного конъюгата с белком-носителем за связывание с биотинилированным аптамером (GTTGGGCACGTGTTGTCTCTCTGTGTCTCGTGCCCAAC), проявляемым коньюгатом стрептавидин-пероксидаза. Во второй схеме в лунках микропланшета иммобилизуется короткий одноцепочечный олигонуклеотид (оцДНК), комплементарный биотинилированному аптамеру. Присутствие АФВ1 препятствует образованию дуплекса между ними. Для выявления комплексов используется конъюгат стрептавидин-пероксидаза. Заключительная колориметрическая детекция осуществляется посредством окисления хромогенного субстрата - 3,3',5,5 -тетраметилбинзидина. 
Показано, что вторая схема обеспечивает более чувствительное выявление АФВ1. Для ее реализации протестировано шесть вариантов оцДНК, отличающиеся длиной комплементарного участка (от 10 до 14-ти) и два варианта аптамера, имеющий и не имеющий дополнительный нуклеотидный линкер между биотиновой меткой и функциональной областью аптамера. Линкер нужен для пространственного разнесения аптамера и ферментативной метки для минимизации потенциальных стерических затруднений. Показано, что наибольшая чувствительность выявления АФВ1 достигается при использовании аптамера с линкером, состоящем из девяти адениновых остатков. Из сопоставленных оцДНК был выбран препарат CA CAG AGA GAC A, обеспечивающий большую интенсивность регистрируемых оптических сигналов и образующий с аптамером комплементарный участок по 12-ти звеньям. Оптимальные условия проведения анализа состоят в эквимолярном отношении аптамера и оцДНК и использовании реакционной среды следующего состава – 20 мМ Трис-ацетат, 20 мМ ацетат магния, 0,5% детергента Tween-20, pH 8,5.
Продолжительность анализа - 2 часа, предел обнаружения АФВ1 - 2,3 ± 1,0 нМ (0,7 ± 0,3 нг/мл), что позволяет рассматривать разработку как основу для систем контроля контаминации пищевых продуктов. Полученные результаты демонстрируют возможность реализации ферментативного микропланшетного аптамерного анализа в формате, потенциально применимом для других практически значимых аналитов. 
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