
3ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2003. Т. 44. № 1

Иммунохимические методы анализа (ИХА) наиболее
перспективны для количественного определения разного
рода соединений [1–4]. При анализе гидрофобных соеди-
нений последние экстрагируются из природных объектов
органическими растворителями. Но анализ напрямую в эк-
страктах невозможен, так как антитела, как и многие бел-
ки, денатурируют уже при сравнительно низких концентра-
циях органического растворителя (от 30 до 50 об.%). Та-
ким образом, существует необходимость разработки эффек-
тивного стабилизационного подхода для проведения ИХА
в средах с высоким содержанием органического раствори-
теля. Недавно был разработан ряд стабилизационных под-
ходов для ряда белков [3, 5–8]. Наиболее эффективным
является комплексообразование с полиэлектролитами (ПЭ)
[5, 6, 8]. Данный подход основан на том, что многоточеч-
ное электростатическое взаимодействие с ПЭ стабилизиру-
ет каталитически активную конформацию белков. Мы
предположили, что данный метод будет эффективен также
и для стабилизации антител в водно-органических смесях.

Материалы и методы
В работе использовали триоксиаминометан (гидро-

ксиметиламинометан), орто-фенилендиамин (ОФД),
циклоспорин А (CsA), (Serva, США), Tween-20, pure,
(Feprak), бычий сывороточный альбумин (БСА) (Fluka,
Швейцария), раствор моноклональных антител (Ат),
выделенных из мыши, против циклоспорина в фосфат-
ном буфере c 0,005% мертиолата, конъюгат антител
против IgG с пероксидазой хрена (АО ВНЦМДиЛ, Рос-
сия); конъюгат циклоспорин С–БСА. Хлорид натрия
NaCl (“ос.ч.”), фосфат натрия Na2HPO4⋅2H2O (“ос.ч.”),
перекись водорода (“ос.ч.”), цитрат калия, карбонат
натрия (“ос.ч.”), этиловый спирт (“ос.ч.”, Реахим, Рос-
сия); гепарин (Sigma, США).

Иммуноферментный анализ. В ходе анализа исполь-
зовали 2 планшета. На планшете 1 анализ проводили

по стандартной методике [1–4], реакционную смесь го-
товили на планшете 2. Типичный эксперимент прово-
дили следующим образом: на планшете 2 с сорбиро-
ванным БСА (10 мг/мл в 0,1 М карбонатном буфере) в
дорожках с №3 по №12 включительно раститровывали
раствор антигена в водно-органических смесях с раз-
ными концентрациями этанола. В каждую лунку доро-
жек №3–12 вносили по 5 мкл раствора Ат (60 мкг/мл)
или комплекса Ат с ПЭ (Ат:ПЭ = 1:1000), инкубирова-
ли в течение 30 мин. Затем по 100 мкл реакционных
смесей из планшета 1 переносили в планшет 2, инку-
бировали в течение 1 ч, промывали и добавляли ра-
створ субстрата (по 100 мкл). Оптическую плотность
продукта пероксидазного окисления ОФД регистрирова-
ли при 490 нм, используя планшетный спектрофото-
метр. Константы связывания Ат рассчитывали по мето-
ду Скетчарда.

Флуоресцентная спектроскопия. Эксперимент про-
водили для четырех образцов: Ат, Ат в комплексе с ге-
парином, иммунный комплекс Ат с CsA и комплекс
Ат–гепарин с CsA. Концентрация в кювете Ат и CsA
составляла 5×10–8 М, гепарин для образования комп-
лекса белок–ПЭ брали в 1000-кратном избытке (М) по
сравнению с концентрацией антител. В работе исполь-
зовали спектрофлуориметр “Hitachi MPF-4” (Япония).
Все измерения проводили при Т = 22°.

Результаты и их обсуждение
Влияние комплексообразования с ПЭ на Ксв Ат в

системе “вода–этанол”. Зависимость Ксв Ат против
CsA от концентрации этанола в водно-органической
системе представлена на рис. 1, где показано, что уве-
личение концентрации этанола приводит к снижению
иммунореактивности Ат. Свободные Ат практически
полностью теряют иммунореактивность при концент-
рации этанола 40 об.%. Комплексообразование с ПЭ
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приводит к стабилизации Ат против инактивации под
действием этанола. В комплексе с гепарином Ат сохра-
няют высокую иммунореактивность (50% от водного
уровня) вплоть до 60 об.% органического компонента.

Флуоресцентная спектроскопия препаратов анти-
тел в водно-органических смесях. Для установления
физико-химических причин стабилизации Ат в водно-
органических смесях в результате комплексообразова-
ния с ПЭ был использован метод флуоресцентной спек-
троскопии. Зависимость длины волны максимума

Рис. 3. Зависимость длины волны максимума флуоресценции (λмакс)
от концентрации этанола в системе для N–Ac–L–Trp

Рис. 2. Зависимость длины волны максимума флуоресценции
(λмакс) от концентрации этанола в системе для препаратов Ат:
1 – свободные Ат, 2 – комплекс Ат–гепарин, 3 – комплекс

Ат–Аг, 4 – комплекс Ат–Аг–гепарин

испускания (λмакс) в спектрах флуоресценции свободных
Ат в водно-этанольных смесях представлена на рис. 2,
где показано, что при низком содержании этанола (до
20 об.%) λмакс остается неизменной для всех изученных
препаратов Ат. В случае свободных Ат в интервале
концентраций этанола 30–40 об.% наблюдается сдвиг
спектра флуоресценции в длинноволновую область. Та-
кие существенные изменения в спектре флуоресценции
отражают переход триптофановых остатков белка из
внутренней области белковой глобулы на поверхность и
свидетельствуют о конформационном переходе в Ат.
Дальнейшее увеличение концентрации органического
растворителя приводит к снижению λмакс. Подобное
уменьшение λмакс при увеличении концентрации органи-
ческого растворителя наблюдается для модельного со-
единения N-ацетил-L-триптофана (рис. 3). Таким обра-
зом, для свободных Ат конформационный переход на-
блюдается при уменьшении полярности среды в интер-
вале концентраций этанола 20–50 об.%. В этом же ин-
тервале наблюдается снижение иммунореактивности Ат
и происходит конформационный переход Ат в комплек-
се Ат–Аг, что указывает на взаимосвязь этих процес-
сов. Комплексообразование с ПЭ оказывает значитель-
ное стабилизирующее воздействие на Ат. Значения λмакс
остаются постоянными во всем  изученном интервале
концентраций этанола в смеси с водой от 0 до 60 об.%
(кривые 2, 4 на рис. 2), т.е. конформационный переход
не наблюдается для Ат в комплексе с ПЭ и для комп-
лекса Ат–Аг–ПЭ. Поэтому можно заключить, что ос-
новной причиной стабилизации Ат в водно-органичес-
ких смесях является закрепление их нативной конфор-
мации в результате многоточечного взаимодействия с
ПЭ. Таким образом, в данной работе разработан подход
к стабилизации Ат в водно-органических смесях, осно-
ванный на комплексообразовании с ПЭ, показано про-
ведение иммуноферментного анализа в средах с высо-
ким содержанием этанола (до 60 об.%).

Рис. 1. Зависимость Ксв Ат от концентрации этанола в системе:
1 – свободные Ат, 2 – комплекс Ат – гепарин
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