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Установлено, что нативные и хаотропно модифицированные иммуноглобулины существенно 
отличаются по авидности и характеру конкурентного ингибирования связывания с протеиновыми 
(овальбумин), гликолипидными (липополисахариды) антигенами и нативной двунитевой ДНК. По-
видимому, это связано со структурно-функциональными различиями их антигенсвязывающих центров.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: полиреактивные иммуноглобулины, нативные IgG-антитела, липополисахариды, 
авидность, конкурентное ингибирование связывания антител.

И звестно, что в сыворотке крови здо-
ровых людей всегда содержится неко-
торое количество иммуноглобулинов 

(ИГ), обладающих способностью к низкоавид-
ному связыванию с самыми разными биоло-
гическими молекулами. Считается, что такие 
антитела, получившие название «естествен-
ных», или «натуральных», служат первичным 
защитным барьером по отношению к ин-
фекционным агентам в индуктивный пери-
од специфического иммунного ответа [1, 2]. 
Наряду с этим показано, что воздействие на 
сыворотку крови или ее иммуноглобулиновую 
фракцию (нативные IgG-антитела) различных 
физико-химических факторов (экстремально 
низкие либо высокие значения рН, обработ-
ка липазами, 4–10 М раствором тиоцианата 
калия, органическими растворителями, дей-
ствие активных форм кислорода и др.) может 
приводить к полиреактивной трансформации 
иммуноглобулинов, что проявляется в много-
кратном усилении их взаимодействия с широ-
ким спектром самых разных антигенов [2–9]. 
Предполагается, что такая трансформация 
нативных IgG-антител в полиреактивные им-
муноглобулины (ПРИГ) может быть связана с 
определенными нарушениями упорядоченной 
структуры протеиновой молекулы вследствие 
ослабления гидрофобных связей между доме-

нами легких и тяжелых цепей, что, в свою оче-
редь, ведет к увеличению глубины и ширины 
антигенсвязывающей области и обнажению 
новых потенциальных участков взаимодей-
ствия с различными антигенными детерми-
нантами. В результате антитела становятся по-
лиреактивными [3, 10, 11].

На сегодняшний день остается неясным, 
являются ли хаотропно модифицированные 
ИГ функционально идентичными нативным 
полиреактивным антителам или же это разные 
по свойствам (а, возможно, и биологическим 
функциям) молекулы. К тому же имеются дан-
ные о том, что содержащиеся в сыворотке жи-
вотных и человека нативные полиреактивные 
ИГ в значительной степени заблокированы 
антигенами и их разблокирование приводит к 
заметному усилению реактивности таких ан-
тител [3, 10, 12, 13]. Одной из наиболее важных 
характеристик реакции взаимодействия ИГ с 
антигенными детерминантами поливалент-
ного антигена является авидность (функцио-
нальная аффинность) антител [14]. В связи с 
этим возникает вопрос: насколько существен-
ными могут быть различия в авидности между 
нативными антителами и ПРИГ? Рассмотре-
нию некоторых аспектов этого вопроса посвя-
щены исследования, результаты которых пред-
ставлены в настоящей статье.
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Материалы и методы

При проведении экспериментов использо-
вали пул-плазму крови 40 доноров Крымской 
республиканской станции переливания крови 
(г. Симферополь), полученную общепринятым 
способом и хранившуюся при +4–8 °С в при-
сутствии 0,1% азида натрия. 

Иммуноглобулиновую фракцию (натив-
ные IgG-антитела) выделяли четырехкратным 
осаждением 40%-ым раствором сульфата ам-
мония. Полученные нативные IgG-антитела 
трансформировали в ПРИГ кратковременной 
обработкой 3,5 М раствором тиоцианата калия 
[7]. Концентрацию протеина в препаратах на-
тивных IgG-антител и ПРИГ определяли биу-
ретовым методом [15]. Во время всего периода 
проведения экспериментов ПРИГ хранили при 
+4–8 °С в присутствии 0,1%-го азида натрия. 

Анализ конкурентного ингибирования 
связывания нативных IgG-антител и ПРИГ с 
протеиновыми (овальбумин; Sigma Сhem. Co., 
США) и гликолипидными антигенами – ком-
мерческие препараты липополисахаридов эн-
теробактерий Escherichia coli K235, Salmonella 
minnesota, Salmonella enteritidis (Sigma Сhem. Co., 
США) и липополисахариды Escherichia coli K30 
и Escherichia coli K12, выделенные из бактери-
альной биомассы методом водно-фенольной 
экстракции и дополнительно очищенные от 
примесей РНК обработкой цетавлоном (Serva, 
Германия) [16], а также с нативной двунитевой 
ДНК из эритроцитов цыплят (ds-ДНК; Reanal, 
Венгрия) проводили методом твердофазного 
иммуноэнзимного анализа (тИЭА) [17]. Осо-
бенности проведения этих экспериментов при-
ведены в разделе «Результаты и обсуждение».

Авидность ИГ определяли методом тИЭА, 
элюируя адсорбировавшиеся на иммуносор-
бенте нативные IgG-антитела или ПРИГ воз-
растающими концентрациями (от 0 до 7 М) 
тиоцианата аммония. При этом индекс авид-
ности соответствует молярной концентрации 
тиоцианата аммония, вызывающей 50%-е 
уменьшение абсорбции конечного продукта 
энзиматической реакции на заключительном 
этапе тИЭА [18]. 

Все эксперименты проводили в 3-крат-
ной повторности. Статистическую обработ-
ку полученных результатов проводили с по-
мощью Microsoft Excel 97 из пакета Microsoft 
Office 97. Каждая точка кривых на рисунках, 
приведенных в разделе «Результаты и обсуж-
дение», представляет собой среднее значение, 
полученное из трех параллельных опытов. При 
этом относительная величина стандартной 

ошибки не превышает 7% от среднего значе-
ния измеряемого показателя.

Результаты и обсуждениe

Как уже отмечалось выше, важнейшей 
функциональной характеристикой любых 
антител является авидность, под которой 
подразумевают суммарную энергию взаимо-
действия антигенсвязывающих центров моле-
кулы антитела с антигенными детерминан-
тами поливалентного антигена [14]. В нашем 
распоряжении находились сыворотки крови 50 
больных с абдоминальной хирургической пато-
логией, в которых предварительным скринин-
гом был обнаружен высокий уровень антител 
класса G, специфичных к липополисахариду 
E. coli K235 (анти-ЛПС-IgG). Представлялось 
интересным сравнить авидность анти-ЛПС-
IgG и ПРИГ по отношению к одному и тому 
же антигену – ЛПС E. coli K235. 

Для определения индекса авидности был 
использован метод элюции тиоцианатом ам-
мония [18]. Оказалось, что по величине ин-
декса авидности анти-ЛПС-IgG обследован-
ные сыворотки крови можно разделить на 
две группы: содержащие низкоавидные анти-
ЛПС-IgG (n =  5, средний индекс авидности 
равен 1,65 ± 0,02) и содержащие высокоавид-
ные анти-ЛПС-IgG (n = 45, средний индекс 
авидности равен 2,51 ± 0,08). Индекс авидно-
сти ПРИГ по отношению к ЛПС E. coli K235 
(1,48  ± 0,01) статистически достоверно ниже 
величины данного показателя для низкоавид-
ных и высокоавидных анти-ЛПС-IgG соответ-
ственно на 10,3% (Р < 0,01) и 41,0% (Р < 0,001). В 
то же время кривая элюции ПРИГ возрастаю
щими концентрациями тиоцианата аммония 
существенно отличается от кривых элюции 
низко- и высокоавидных анти-ЛПС-IgG на-
личием четко выраженного «плато» в диапа-
зоне концентраций тиоцианата аммония от 4 
до 7 М, наличие которого, по-видимому, об-
условлено необратимым связыванием опреде-
ленной части ПРИГ с иммобилизованным на 
поверхности твердой фазы ЛПС E. coli K235 
(рис. 1). Аналогичная картина наблюдает-
ся и в экспериментах по изучению связыва-
ния ПРИГ с ЛПС E.  coli K12, S. minnesota и 
S. enteritidis (рис. 2): в данном случае некоторая 
часть ПРИГ практически необратимо взаи
модействует с иммобилизованными на твер-
дой фазе ЛПС E. coli K12, ЛПС S. minnesota 
и S.  enteritidis. Вместе с тем кривая элюции 
ПРИГ возрастающими концентрациями тио-
цианата аммония овальбумина (ОвА) сходна с 
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кривыми элюции  для нативных анти-ЛПС-
IgG. При этом индекс авидности ПРИГ по от-
ношению к ЛПС E. coli K12, ЛПС S. enteritidis, 
ЛПС S.  minnesota и ОвА в среднем равняет-
ся соответственно 1,87  ±  0,02; 2,07 ±  0,03; 
1,93 ± 0,02 и 1,89 ± 0,01.

Как известно, авидность антител суще-
ственно влияет на характер взаимодействия 
ИГ с различными антигенными эпитопами 
[14, 18]. В связи с этим нами была проведе-
на серия экспериментов по конкурентному 
ингибированию связывания протеиновыми 
и гликолипидными антигенами, а также с 
ds-ДНК нативными IgG-антителами и полу-
ченных из них ПРИГ с иммобилизованным 
ЛПС E.  coli K235. При проведении данного 
эксперимента ЛПС E. coli K235 (10 мкг/мл) 
иммобилизировали в течение 12 часов при 
18–20 °С на поверхности полистироловых 
планшетов [17]. Для удаления неспецифичес
ки связавшихся компонентов и блокирования 
свободных центров связывания лунки про-
мывали 0,01 М фосфатным буфером (рН 7,4), 
содержащим 0,05%-й Твин 20 (PBS-T). Затем 
в лунки последовательно вносили смесь на-
тивных IgG-антител или ПРИГ (0,063 мг/мл) 
и соответствующего ингибирующего антигена 
(ЛПС E. coli K235 или E. coli K30, E. coli K12, 
S. minnesota, S. enteritidis, а также ОвА, ds-ДНК) 
с начальной концентрацией 100 мкг/мл (раз-
водили с 2-кратным шагом PBS-T) и конъю
гата козьих аффинноочищенных антител к 
IgG человека с пероксидазой хрена (1 : 4000). 
С каждым реагентом проводили 60-минутную 
инкубацию при 37 °С. Оценку ассоциирован-
ной с твердой фазой пероксидазной активно-
сти осуществляли как описано в работе [17]. 

Рис. 1. Кривые элюции тиоцианатом аммония 
полиреактивно трансформированных иммуногло-
булинов и анти-ЛПС-IgG после их связывания с 
ЛПС E. coli K235

Рис. 2. Кривые элюции тиоцианатом аммония 
полиреактивно трансформированных иммуногло-
булинов после их связывания с ЛПС E. coli K12, 
S. minnesota, S. enteritidis и овальбумином

Полученные результаты конкурентного инги-
бирования связывания нативных IgG-антител 
и ПРИГ с ЛПС E. coli K235, E. coli K30, E. coli 
K12, S. minnesota, S. enteritidis, а также ОвА и 
ds-ДНК выражали в процентах, при этом за 
100% принимали уровень связывания антител 
при минимальной концентрации конкурирую-
щего антигена. 

Установлено, что присутствующие в раст
воре вышеуказанные антигены в разной сте-
пени влияют на взаимодействие ПРИГ (рис. 3) 
и нативных IgG-антител (рис. 4) с ЛПС E. coli 
K235, иммобилизованном на поверхности 
твердой фазы. Так, при максимальной кон-
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Рис. 3. Влияние ЛПС E. coli K235, ЛПС E. coli 
K30, ЛПС E. coli K12, ЛПС S. minnesota, ЛПС 
S. enteritidis,  овальбумина и нативной двуните-
вой ДНК на связывание полиреактивно транс-
формированных иммуноглобулинов с иммобилизо-
ванным ЛПС E. coli K235
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центрации (100 мкг/мл) в растворе ЛПС E. coli 
K235, E. coli K30, E. coli K12, S. minnesota, 
S. enteritidis, а также ОвА и ds-ДНК ингибиро-
вание связывания ПРИГ с иммобилизованным 
ЛПС E. coli K235 значительно меньше, чем для 
нативных IgG-антител (рис. 5). В соответствии 
с полученными нами данными, даже при до-
статочно высокой концентрации указанные 
антигены не оказывают существенного влия-
ния на связывание ПРИГ с иммобилизован-
ным ЛПС E. coli K235. По всей видимости, 
это определяется тем, что авидность ПРИГ к 
солюбилизированным антигенам существенно 
ниже, чем к антигену, иммобилизованному на 
поверхности твердой фазы.

Таким образом, нативные IgG-антитела и 
ПРИГ, полученные путем хаотропного моди-
фицирования нативной иммуноглобулиновой 
фракции, существенно отличаются по авид-
ности и характеру конкурентного ингибирова-
ния связывания с ЛПС энтеробактерий, ОвА 
и ds-ДНК. По-видимому, в первую очередь 
это связано со структурно-функциональными 
различиями антигенсвязывающих центров на-
тивных IgG-антител и ПРИГ. 

авіднІсть та конкурентне 
інгібування зв’язування 
нативних та хаотропно 
модифікованих 
імуноглобулінів 
із протеїновими та 
гліколіпідними антигенами
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Встановлено, що нативні та хаотроп-
но модифіковані імуноглобуліни суттєво 
відрізняються авідністю та характером 
конкурентного інгібування зв’язування з 
протеїновими (овальбумін), гліколіпідними 
(ліпополісахариди) антигенами та нативною 
двонитковою ДНК. Можливо, це пов’язано зі 
структурно-функціональними відмінностями 
їхніх антигензв’язувальних центрів.

К л ю ч о в і  с л о в а: поліреактивні імуно
глобуліни, нативні антитіла, ліпополісахариди, 
авідність, конкурентне інгібування зв’язування 
антитіл.

Рис. 4. Влияние ЛПС E. coli K235, ЛПС E. coli 
K30, ЛПС E. coli K12, ЛПС S. minnesota, ЛПС 
S. enteritidis, овальбумина и нативной двуните-
вой ДНК на связывание нативных IgG-антител 
с иммобилизованным ЛПС E. coli K235

Концентрация антигена в растворе, мкг/мл

С
вя

зы
ва

ни
е,

 %

0           20           40          60          80        100         120

100

89

78

66

55

Нативные IgG-антитела

E. coli K235

S. minnesota

ds-ДНК

E. coli K30

S. enteritidis

E. coli K12

Овальбумин

Рис. 5. Графический анализ конкурентного инги-
бирования связывания полиреактивно трансфор-
мированных иммуноглобулинов и нативных IgG-
антител с ЛПС E. coli K235, ЛПС E. coli K30, 
E. coli K12, S. minnesota, S. enteritidis, а также с 
овальбумином и нативной двунитевой ДНК
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S u m m a r y

It is established, that native and chaotropi-
cally modified immunoglobulins essentially differ 
by avidity and character of competitive inhibition 
of binding with protein (оvalbumin), glycolipid 
(lipopolysaccharides) antigens and native double-
string DNA. Apparently, it is connected with 
structural and functional distinctions of their anti-
gen-binding centres.
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