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Проведены теоретические исследования зависимости точности экспериментального опреде-
ления аффинности взаимодействия антител с антигеном от степени достижения динамического 
равновесия. Показано, что измерение концентрации реагентов в момент, когда равновесие рассмат-
риваемой реакции еще не достигнуто, приводит к снижению точности оценки аффинности реакции. 
Установлено, что для большинства антител, в смеси с соответствующим антигеном, динамическое 
равновесие в реакции антиген–антитело наступает через 2–4 часа после начала реакции.
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Аффинность взаимодействия двух и более 
молекул можно определять различными 
методами. Одним из наиболее распро­

страненных и простых методов является ме­
тод, основанный на измерении концентрации 
образовавшихся комплексов молекул и кон­
центрации этих молекул, не связанных друг с 
другом. В этом случае, согласно определению, 
константой равновесия (К), являющейся ме­
рой аффинности реакции взаимодействия двух 
молекул А и В, является отношение концент­
рации комплекса исследуемых молекул (с), к 
произведению концентраций свободных моле­
кул, т.е. К = с/(а×b), причем значения концен­
траций а, b и с должны быть найдены после 
достижения динамического равновесия между 
комплексом и свободными молекулами. Таким 
образом, для того, чтобы определить аффин­
ность взаимодействия двух молекул достаточно 
определить концентрацию свободных молекул 
и их комплекса после достижения равновесия 
в системе, а затем выполнить простые арифме­
тические действия. 

Целью настоящей работы является тео­
ретическое исследование вопроса о том, как 
точность измерения константы равновесия 
зависит от того, насколько полно достигнуто 
равновесие в исследуемой реакции, а также как 
быстро достигается динамическое равновесие 
в реакции связывания антител с соответствую­

щим антигеном в зависимости от концентра­
ции взаимодействующих веществ и констант 
скорости прямой и обратной реакции. В част­
ности, сделаны расчеты времени реакции для 
обратимого взаимодействия антител с соот­
ветствующим антигеном.

Результаты и обсуждение

В статье, описывающей метод определе­
ния аффинности антител [1], Фриге и соавт. 
(1985) предположили, что для достижения со­
стояния равновесия в смеси антиген–антитело 
следует инкубировать эту смесь около суток. 
Вследствие этого, все экспериментаторы, кото­
рые использовали упомянутую методику или 
же ей подобные, включая и автора настоящей 
статьи [2–6], также инкубировали смесь анти­
ген–антитело в течение суток, после чего ее 
вносили в лунки микроплат с сорбированным 
антигеном для того, чтобы определить остав­
шуюся часть антител, незаблокированных ан­
тигеном в состоянии равновесия. Возникает 
вопрос, действительно ли в данной системе за 
сутки достигается равновесие? С другой сторо­
ны, в том случае, если равновесие все еще не 
достигнуто, то как это отражается на точнос­
ти измерения аффинности антител? Иными 
словами, есть ли необходимость инкубировать 
смесь антиген–антитело целые сутки или же 
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равновесие может быть достигнуто в течение 
нескольких часов или даже минут? 

Чтобы ответить на эти вопросы следует 
произвести необходимые вычисления, которые 
дадут исчерпывающие ответы. Для этого рас­
смотрим некую обратимую реакцию, в кото­
рой рецептор А обратимо связывает лиганд В 
(причем концентрация лиганда значительно 
превышает концентрацию рецептора А), в ре­
зультате чего образуется комплекс С:

A + B ↔ С.                                       (1)

Константа аффинности взаимодействия 
реагентов А и В равна отношению константы 
скорости (K) прямой и обратной реакции или 
же отношению концентрации комплекса С к 
произведению концентраций А и В:

,
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где a0 и b0 – исходные концентрации веществ 
А и В (например, концентрация рецептора и 
лиганда); с – концентрация их комплекса С. 

Для того, чтобы упростить уравнение (2) 
и значительно упростить расчеты в экспери­
ментальной работе, обычно подобные реакции 
изучают при избытке одного из компонентов 
реакции, например реагента В. Такие реакции 
называются реакциями псевдопервого поряд­
ка, поскольку в ходе реакции практически не 
происходит изменения концентрации компо­
нента, взятого в избытке. Напомним также, 
что упомянутые выше уравнения Фриге и со­
авт., предложенные для оценки аффинности 
антител были получены авторами для случая, 
когда концентрация антигена значительно 
превышала концентрацию антител. 

В том случае, когда концентрация лиганда 
намного превышает концентрацию рецептора, 
т.е. b0 >> a, и поскольку с ≤ а, очевидно, что 
b0 >> c. Значит (b0–c) ~ b0, поэтому, уравнение 
(2) можно упростить:
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Из уравнения (3) следует, что если в экс­
перименте измерения величины с будут сде­
ланы ранее того времени, когда практически 
достигнуто равновесие в реакции, то найден­
ное значение концентрации комплекса будет 
меньше, величина а0–c будет больше истин­
ного значения, а найденное значение К будет 
меньше истинного значения. Продемонстриру­
ем это на следующем примере.

Пусть молекулы двух веществ А и В обра­
тимо образуют комплекс С и аффинность это­

го взаимодействия равна 1×108 М-1. Тогда при 
концентрации a0 = 1×10-10 М и b0 = 4×10-8 М 
концентрация комплекса после достижения 
равновесия будет равна 8×10-11 М. Представим 
себе, что в эксперименте величину с опреде­
лили раньше, чем в реакции было достигнуто 
динамическое равновесие, и значение с было 
равно 90 или 95% ее истинной величины, т.е. 
7,2×10-11 и 7,6×10-11 М соответственно. Тогда, 
зная величины a0 и b0, с помощью уравнения 
(3) можно легко вычислить, что найденные зна­
чения К для этих случаев будут соответствен­
но равны 6,43×107 и 7,92×107 М-1 вместо истин­
ной величины аффинности, равной 1×108 М-1. 
Следовательно, снижение точности измерения 
концентрации комплекса лиганд–рецептор 
приводит к двукратному снижению точности 
определения константы равновесия. Это ука­
зывает на то, что в подобных экспериментах 
измерения необходимо делать тогда, когда ди­
намическое равновесие в системе практически 
достигнуто.

В связи с вышеизложенным, целесообраз­
но рассмотреть, как быстро достигается состоя­
ние равновесия для реакций, описываемых 
уравнением (1) в зависимости от величин a0 

и b0, а также от значений констант скорости 
реакции. Чтобы сделать это, необходимо рас­
смотреть динамику данной реакции и опреде­
литьть ее зависимость от указанных парамет­
ров реакции.

Динамика обратимой реакции (1) описы­
вается следующим дифференциальным уравне­
нием (при условии, что b >> a и, следовательно, 
концентрация В практически не изменяется с 
течением реакции, оставаясь равной исходно­
му значению b0):
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Решение этого дифференциального урав­
нения при начальных условиях t = 0, c = 0 
a = a0 дает следующее алгебраическое выра­
жение зависимости величины a от времени и 
констант скорости k1 и k2:
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Используя это выражение легко рассчи­
тать динамику изменения величины a с тече­
нием времени и определить скорость достиже­
ния равновесия в зависимости от значений a0, 
b0, k1 и k2. На рис. 1 представлена такая теоре­
тическая кривая динамики реакции для про­
извольно выбранных значений a0 = 1×10-10 М, 
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b0 = 1×10-8 М, k1 = 1×103 М-1×c-1, k2 = 1×10-5 c-1. 
Как видно, для выбранных параметров реак­
ции связывания веществ А и В состояние ди­
намического равновесии достигается примерно 
через 100 ч, т.е. более чем через четверо суток.

Поскольку при определении аффиннос­
ти антител обычно используют ряд различ­
ных концентраций антигена, необходимо рас­
смотреть, влияет ли и если да, то как именно 
влияют на скорость достижения состояния 
равновесия исходные концентрации реагирую­
щих веществ. На рис. 2 представлены три раз­
личные кривые динамики рассматриваемой 
реакции в зависимости от величины исходной 
концентрации вещества В, тогда как исходная 
концентрация А является постоянной. Изме­
нение значений концентрации реагента А с 
течением времени представлено на рис. 2 как 
часть от исходного значения величины А.

Как видно из рисунка, время достижения 
равновесия в значительной степени зависит от 
исходной концентрации взаимодействующих 
веществ, причем, чем выше исходные концен­
трации реагента (в данном случае вещества В), 
тем быстрее достигается равновесие. Так, при 
исходной  концентрации вещества В, равной 
1×10-9 М, равновесие реакции не достигается 
даже за 240 ч, т.е. не достигается более чем за 
10 суток. Если b = 1×10-8 М, то равновесие до­
стигается примерно через 75–80 ч после нача­
ла реакции. И, наконец, если b = 1×10-7 М, то 
равновесие достигается примерно через сутки. 
Таким образом, с ростом концентрации взаи­
модействующих веществ, скорость достижения 
равновесия заметно увеличивается, а время 
реакции соответственно уменьшается.

Теперь рассмотрим, каким образом изме­
няется время достижения равновесия в реакции 
в зависимости от величины аффинности взаи­
модействия А и В, а также от значений констант 
скорости прямой и обратной реакции – k1 и k2. 
Вначале рассмотрим как влияют величины k1 
и k2 на скорость достижения равновесия. Оче­
видно, что с увеличением значения k1 скорость 
реакции возрастает, и, следовательно, время 
достижения равновесия должно уменьшаться. 
Об этом свидетельствуют и расчеты, проведен­
ные с помощью уравнения (5) и представлен­
ные на рис. 3. Так, если при постоянных значе­
ниях k2 = 1×10-5 c‑1, а = 1×10‑10 М, b0 = 1×10-8 М, 
значение k1 увеличивается в три раза, напри­
мер с k1 = 1×103 М‑1⋅c‑1 до k1 = 3×103 М-1⋅c-1, тогда 
время достижения равновесия уменьшается в 
2,5 раза (от 100 до 40 ч). Если значение k1 уве­
личивается до 1×104 М-1×c-1, то при неизменных 
остальных параметрах реакции равновесие до­
стигается примерно через 15 ч.

Значение k2 также влияет на скорость до­
стижения равновесия. На рис. 4 представлены 
кривые динамики реакции для трех разных 
значений k2 при одинаковых остальных пара­
метрах рассматриваемой реакции. Как видно из 
рисунка, уменьшение значений k2 приводит к 
более медленному достижению состояния рав­
новесия, причем концентрация образовавшего­
ся комплекса при этом заметно увеличивается. 
Так, при k2 = 1×10-4 c-1 равновесие достигается 
примерно через 8 ч, при k2 = 1×10‑5 c-1 – при­
мерно через 80 ч, а при k2 = 1×10-6 c-1 – через 
200 ч после начала реакции.

Таким образом, все параметры бимолеку­
лярного взаимодействия влияют на скорость 

Рис. 1. Динамика обратимого связывания реагентов А и В и образования комплекса С: А – динамика 
снижения концентрации свободного вещества А; Б – динамика увеличения концентрации комплек-
са С. Для расчета взяты следующие значения параметров реакции: a0 = 1⋅10 -10 М, b0 = 1⋅10 -8 М, 
k1 = 1×10 3 М‑1×c-1, k2 = 1×10 -5 c-1
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достижения состояния динамического рав­
новесия реакции. Теперь рассмотрим, какова 
скорость достижения равновесия для реак­
ции взаимодействия антител с антигеном при 
концентрациях антител и антигена, обычно 
используемых в экспериментах по оценке аф­
финности антител традиционными методами. 
Согласно нашим оценкам, концентрация ан­
тител в подобных опытах находится в преде­
лах 1×10-10–1×10-9 М, а концентрация антигена 
обычно варьирует от 1×10-9 до 1×10-7 М (если 
аффинность антител близка к 1×108 М-1). Если 
же аффинность значительно отличается от 
указанной выше, то должны заметно отличать­
ся и концентрации антигена, используемого 

для конкурентного ингибирования антител в 
соответствующих экспериментах. Продемонст­
рируем это следующим образом.

Согласно уравнению (3),
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где Kd – константа диссоциации, которая яв­
ляется обратной величиной константы аффин­
ности К и ее размерность выражается в молях.

Тогда 

,
сbсa

c
K

)()( 00 −⋅−
=                             (2)   

)( 00 сab
cK
−

= .                                    (3) 

.201 ckabk
dt
da

+−=                           (4)   { }.201
012

201

0  ebkk
kbk

aa )tkb(k +−+
+

=                    (5) 

c
сabKd
)( 00 −

= ,                                (6)   
0

00

bK
bac

d +
= .                                       (7) 

0

0

0 bK
b

a
c

d +
= .                                      (8) 

                                     (7)

Рис. 2. Зависимость скорости достижения равновесия реакции обратимого связывания веществ А 
и В от концентрации одного из взаимодействующих компонентов. Для расчета взяты следующие 
значения параметров реакции: k1 = 1×10 3 М-1×c-1, k2 = 1×10 -5 c-1. Исходная концентрация вещества 
А для всех трех реакций равна a = 1×10 -10 М, исходные концентрации вещества В были следующими: 
‑□‑□‑□- b0 = 1×10 ‑9 М; -◊-◊-◊- b0 = 1×10 -8 М; -∆-∆-∆- b0 = 1×10 -7 М

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

A
i

 

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

С
i 

 
 
Рис. 2. Зависимость скорости достижения равновесия реакции обратимого связывания веществ А 

и В от концентрации одного из взаимодействующих компонентов.  

Для расчёта взяты следующие значения параметров реакции: k1=1×103 М-1×sec-1, k2=1×10-5 sec-1. 

Исходная концентрация вещества А для всех трёх реакций равна a = 1×10-10 М, исходные 

концентрации вещества В были следующими:  -□-□-□- b =1×10-9 М; -◊-◊-◊- b =1×10-8 М; -∆-∆-

∆-  b =1×10-7 М. 

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

A
i

 

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

С
i 

 
 
Рис. 2. Зависимость скорости достижения равновесия реакции обратимого связывания веществ А 

и В от концентрации одного из взаимодействующих компонентов.  

Для расчёта взяты следующие значения параметров реакции: k1=1×103 М-1×sec-1, k2=1×10-5 sec-1. 

Исходная концентрация вещества А для всех трёх реакций равна a = 1×10-10 М, исходные 

концентрации вещества В были следующими:  -□-□-□- b =1×10-9 М; -◊-◊-◊- b =1×10-8 М; -∆-∆-

∆-  b =1×10-7 М. 

А Б

a c

t, ч t, ч

Рис. 3. Зависимость скорости достижения динамического равновесия для реакции обратимого свя-
зывания веществ А и В от константы скорости прямой реакции k1: -◊-◊-◊- k1 = 1×10 3 М-1×c-1, -□-□‑□- 
k1 = 3×10 3 М-1×c-1, -∆-∆-∆- k1 = 1×10 4 М-1×c-1. Для расчета динамики рассматриваемой реакций взяты 
следующие исходные концентрации веществ А и В: a0 = 1×10 -10 М, b0 = 1×10 -8 М, значение константы 
скорости диссоциации k2 = 1×10 -5 c-1

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

A
i

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

С
i 

 
Рис. 3. Зависимость скорости достижения динамического равновесия для реакции 

обратимого связывания веществ А и В от константы скорости прямой реакции k1: -◊-◊-◊- 

k1=1×103 М-1×sec-1, -□-□-□- k1=3×103 М-1×sec-1, -∆-∆-∆-  k1=1×104 М-1×sec-1. 

Для расчёта динамики рассматриваемой реакций взяты следующие исходные концентрации 

веществ А и В: a = 1×10-10 М, b =1×10-8 М, значение константы скорости диссоциации 

k2=1×10-5 sec-1. 

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

A
i

0

0,25

0,5

0,75

1

0 50 100 150 200 250

t , час 

С
i 

 
Рис. 3. Зависимость скорости достижения динамического равновесия для реакции 

обратимого связывания веществ А и В от константы скорости прямой реакции k1: -◊-◊-◊- 

k1=1×103 М-1×sec-1, -□-□-□- k1=3×103 М-1×sec-1, -∆-∆-∆-  k1=1×104 М-1×sec-1. 

Для расчёта динамики рассматриваемой реакций взяты следующие исходные концентрации 

веществ А и В: a = 1×10-10 М, b =1×10-8 М, значение константы скорости диссоциации 

k2=1×10-5 sec-1. 

А Б

a c

t, ч t, ч

С. А. Бобровник, М. А. Демченко, С. В. Комисаренко



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 372

Разделим обе части уравнения (7) на ве­
личину а0 и получим:
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Слева в уравнении (8) представлено от­
ношение концентрации образовавшегося ком­
плекса к полной концентрации рецептора, т.е. 
это часть рецепторов, находящихся в комплек­
се с лигандом. Очевидно, что эксперименты 
удобнее всего проводить при таких концентра­
циях лиганда, когда он связан приблизитель­
но с половиной рецепторов, а вторая полови­
на рецепторов свободна. Если же в состоянии 
равновесия почти все рецепторы связаны с 
лигандом или наоборот, практически все ре­
цепторы свободны, то выполнять измерения 
зависимости степени образования комплекса 
от концентрации лиганда будет сложно, а точ­
ность измерений будет невысокой.

Как видно из уравнения (8), ситуация, 
когда лиганд будет связан примерно с полови­
ной рецепторов, происходит, если Kd ≈ b0, тогда 
b0 /(b0 + b0) = 0,5. В том случае, если Kd << b0, 
то указанное отношение приближается к еди­
нице, т.е. почти все рецепторы будут заблоки­
рованы лигандом. И наоборот, если Kd >> b0, 
то данное отношение будет близко к нулю, т.е. 
почти все рецепторы будут свободными. Следо­
вательно, измерения концентрации свободных 
или связанных с лигандом рецепторов жела­
тельно проводить при концентрациях лиган­
да, близких к величине Kd, т.е. концентрации 
лиганда, примерно равной обратной величине 
аффинности взаимодействия K.

Учитывая вышеизложенное, исследования 
зависимости времени достижения равновесия 
реакции от констант скорости прямой и об­
ратной реакции были рассчитаны нами для 
концентраций антигена, равных Kd, т.е. для 
концентраций, равных обратным величинам 
аффинности взаимодействия. Реальные зна­
чения констант скорости прямой и обратной 
реакции k1 и k2 для реакции антиген–анти­
тело были взяты нами из литературы [7–11]. 
В таблице приведены значения времени ре­
акции, когда рассматриваемая реакция анти­
ген–антитело завершилась, по крайней мере, 
на 99,99%.

Как видно из таблицы, реакция антиген–
антитело, как правило, практически заверша­
ется за 120–240 мин (т.е. за 2–4 ч) для тех слу­
чаев, когда аффинность взаимодействия была 
типична для высокоспецифичных антител. В 
некоторых случаях реакция (вариант №6) мо­
жет завершиться всего за 5 мин, однако это 
происходит только при значительных концен­
трациях конкурирующего антигена, которые 
необходимо иногда использовать из-за чрез­
вычайно низкой аффинности взаимодействия. 
Отметим, что такая низкая аффинность, как в 
данном случае, не характерна для антител. 

Следовательно, подводя итоги проведен­
ным теоретическим расчетам, можно сделать 
вывод, что в большинстве случаев для рав­
новесия реакции антиген–антитело при кон­
центрациях антигена, приемлемых для оценки 
аффинности антител, реакция завершается че­
рез два часа после начала инкубации антител 
с антигеном. В некоторых случаях для завер­

Рис. 4. Зависимость скорости достижения динамического равновесия для реакции обратимого свя-
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№ k1 (М
-1×c-1) k2 (c

-1) K = k1/k2 (M
-1) Время, мин Ссылка

1 4,1×105 4,9×10-4 8,37×108 120 [7]

2 6,0×106 3,3×10-4 1,82×1010 240 [8]

3 9,6×106 2,9×10-4 3,31×1010 240 [8]

4 4,21×104 2,92×10-3 1,44×107 30 [9]

5 7,19×106 7,00×10-4 1,03×108 120 [9]

6 1,0×103 2,21×10-2 4,52×104 5 [10]

7 3,7×104 4,4×10-3 8,41×106 30 [10]

8 2,59×104 1,58×10-4 1,64×108 600 [11]

9 1,83×105 8,95×10-4 2,04×107 120 [11]

Зависимость времени достижения равновесия от значений k1 и k2, приведенных в литературе [7–11]. 
Все расчеты выполнены для концентрации антител 1,0×10 -10 М и концентрации антигена, равной 
обратной величине константы равновесия, т.е. для b0 = 1/K (М)

шения реакции требуется четыре часа инку­
бации. Более длительное или более короткое 
время реакции антиген–антитело встречается 
значительно реже. 

Таким образом, рекомендованное Фриге и 
соавт. время инкубации смеси антител с ан­
тигеном, равное одним суткам, намного пре­
вышает длительность времени, необходимого 
для достижения равновесия. Очевидно, что в 
большинстве случаев время инкубации сме­
си антиген–антитело можно значительно со­
кратить (до 2–4 ч) без малейшего ущерба для 
точности определения аффинности антител. 
Тем не менее, если исследователю совершенно 
неизвестны характеристики изучаемых анти­
тел, то в предварительных экспериментах вре­
мя инкубации смеси антиген–антитело может 
быть увеличено до одних суток, как это и было 
ранее рекомендовано [1].

Взаємовідношення між 
досягненням рівноваги в 
реакції антиген–антитіло 
і точністю визначення 
афінності взаємодії

С. П. Бобровник, М. О. Демченко, 
С. В. Комісаренко

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна 
НАН України, Київ;
e-mail: s-bobrov@bk.ru

Проведено теоретичні дослідження за­
лежності точності експериментального визна­
чення афінності взаємодії антитіл з антигеном 
від ступеня досягнення динамічної рівноваги. 
Показано, що вимірювання концентрації реа­

гентів в момент відсутності рівноваги реакції 
призводить до зниження точності оцінки афін­
ності реакції. Встановлено, що для більшості 
антитіл в суміші з відповідним антигеном ди­
намічна рівновага в реакції антиген–антитіло 
наступає через 2–4 години після початку реак­
ції.

К л ю ч о в і  с л о в а: реакція антиген–ан­
титіло, афінність, динамічна рівновага.

relationship between the 
reaching of equilibrium and 
the accuracy of the affinity 
determination for antibody-
antigen reaction

S. A. Bobrovnik, M. A. Demchenko, 
S. V. Komisarenko

Palladin Institute of Biochemistry, National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: s-bobrov@bk.ru

Su m m a r y

Theoretical investigation of the relationship 
between the reaching of equilibrium and the ac­
curacy of the affinity determination for antibody-
antigen reaction were carried out. It was shown 
that evaluation of the reagent concentrations be­
fore reaching the dynamic equilibrium leads to a 
decrease of estimation accuracy for the affinity 
constant of this reaction. We have established that 
for most of typical antibodies the dynamic equilib­
rium of their reaction with corresponding antigens 
comes 2-4 hours after the beginning.

K e y  w o r d s: antigen-antibody reaction, af­
finity, dynamic equilibrium.
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