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(Представлено академиком А. Е. Браунштейпом 17 VI 1971)

Одновременно с синтезом иммупосорбентов, в состав которых входили 
антигены, предпринимались попытки синтеза сорбентов, в состав которых 
входили антитела Синтез их осуществлялся либо путем «сшивания»
белков антисыворотки различными биполярными реагентами (2,s), либо 
присоединением антител к нерастворимой основе, а именно к полистиролу 
(‘), целлюлозе (5,е), агарозе или сефарозе (7, 8). Большое количество работ 
в этой области связано с тем, что применение таких сорбентов открывает 
совершенно новые методические возможности не только для иммупохими- 
ческих, но и биохимических п, вероятно, химических работ.

Перевод антител в нерастворимое состояние с сохранением их биоло­
гической активности может дать возможность: 1) быстро и полно удалять 
из сложной смеси любой антиген в физиологических условиях без добав­
ления каких-либо химических агентов, 2) определять количество индиви­
дуальных антигенов в сложной смеси; 3) извлекать антигены или гапте­
ны из комплекса с сорбентом и получать эти препараты в чистом виде.

Свойства пммуносорбентов, в состав которых входят антитела, 
в зависимости от условий синтеза

Таблица 1

сор­
бентов

Условия синтеза Свойства сорбентов

1 2 3 4 6 7 8 9

1 200 2,0 274 140 1200 200 1,2 4,4
2 400 — 1,5 70 70 430 100 2,2 6,1
3 400 — 0,6 43 50 560 71 2,6 13,0
4 — 600 2,7 315 130 670 186 1,0 2,1

Примечание. 1, 2 — количество ОЭСАА (2) или НБОМП (2) в мг, взятое 
в реакцию на 1 г агара; 3 — конечная концентрация кроличьих антител против 
САН в реакции с производными агара в %; 4 — количество кроличьих антител в мг, 
вошедшее в состав 1 г сорбента; 5,6 — емкость в мг (количество антигена (САЧ) (5) 
и ослиных антител против кроличьих иммуноглобулинов (6), которое может обра­
тимо присоединиться на 1 г сорбента); 7— молярная емкость, т. е. количество ан­
тигена (в 10_s мол.), которое может присоединиться на 1 г сорбента; 8, 9 — количе­
ство (в мол.) антигена (5) и ослиных антител (-9), которое может присоединиться на 
1 моль антител, входящих в состав сорбента

Отсюда следует, что иммуносорбенты должны быть устойчивыми к из­
менению pH, обладать низкой неспецифической адсорбцией и высокой 
емкостью по отношению к соответствующему антигену. Если первым двум 
условиям отвечали большинство описанных ранее сорбентов, то емкость 
их была невелика; поэтому такие сорбенты можно использовать, например, 
при работе с применением высокочувствительных изотопных методов или 
при работе с ферментами, гормонами и т. д.

Целью настоящей работы явился синтез высокоемких иммупосорбеп-
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Рис. 1. Преципитация в 
агаре элюатов, полученных 
с иммуносорбента № 4
(табл. 1). В центре — лоша­
диная антисыворотка про­
тив цельной сыворотки че­
ловека. В лунках: 1,3— 
кристаллический САЧ 50 
цг/мл и 100 нг/'мл соответ­
ственно; 5 — сыворотка че­
ловека, разведение 1:4; 2, 
4, 6 — элюаты с сорбента 
после контакта его с 0,85% 
NaCl (2), дифтерийным ана­
токсином (4) и сывороткой 

человека (6)

тов, в состав которых входят антитела, и применение их для выделения 
чистых антигенов.

Нами было показано, что емкость иммуносорбента не зависит от при­
роды вещества-связки, входящего в его состав (12), а в основном зависит 
от суммарной поверхности сорбентов.

Увеличивая поверхность, нам удалось увеличить емкость иммуносор­
бентов в 30—100 раз (13, 14). В том случае, когда в состав иммуносорбента 
входят антитела, эта зависимость должна проявляться в гораздо большей 

степени, поскольку антитела лишь двухвалент­
ны по отношению к антигену, в то время как 
антигены являются поливалентными. В качест­
ве основы для синтеза высокоемких иммуносор­
бентов мы выбрали гель и, в частности, гель 
агара. Приведенные нами ранее опыты показа­
ли, что на каждую молекулу сывороточного 
альбумина человека (САЧ), входящего в состав 
гель-сорбента, присоединяется по 2—5 молекул 
антител (15). Это свидетельствовало о том, что 
антиген, присоединенный к углеводу, имеющему 
непрерывную сетчатую структуру геля, в боль­
шей степени сохраняет свою способность реаги­
ровать с антителами, чем тот же антиген, фик­
сированный, например, на целлюлозе. Кроме 
того, агар устойчив к изменению pH, образует 
плотный гель в низкой концентрации (1%), что 
делает его легко проницаемым для молекул лю­
бой величины. Предварительные опыты показа­
ли, что на 1 г гель-сорбента, в состав которого 
входили антитела против САЧ, присоединялось 
до 140 мг САЧ (’=).

Настоящая работа является продолжением 
этих исследований.

Синтез эфиров агара с остатками хлористого Ы-(л^-нитробензилокси)- 
метилппридиния (НБОМП) или сернокислого эфира 4-|3-оксиэтилсульфо- 
нил-2-ампноанизола (ОЭСАА) проводился так же, как было описано нами 
ранее (1О). Для приготовления сорбентов использовались разные соотно­
шения агара с указанными веществами (табл. 1). Из полученных произ­
водных агара готовили 1% гель, к которому после диазотирования (15) при­
соединяли антитела. Полученный сорбент отмывали от несвязавшихся ан­
тител до отсутствия белка (16, 17) в надосадочной жидкости после ночи 
настаивания в 0,85% NaCl при 4°. О количестве присоединившихся к сор­
бенту антител судили по убыли их в растворе после реакции.

Антитела против САЧ, вводимые в реакцию азосочетания с агаром, 
в этих опытах были выделены из сыворотки кроликов, иммунизированных 
САЧ или донорской сывороткой. Для этого были синтезированы соответ­
ствующие иммуносорбенты. Элюцию антител с них проводили 0,01 N HCI 
в 0,85% NaCl (pH 2,2). Элюат нейтрализовали 0,1 N NaOH, добавляли 
борно-боратный буфер (pH 8,6; ц = 0,15) и полученные антитела сразу 
вводили в реакцию азосочетания с гелем агара.

Емкость приготовленных таким образом сорбентов определяли по ме­
тоду, описанному ранее (17, 18) с небольшими изменениями. А именно, от­
мывку сорбентов проводили на бумажных фильтрах под вакуумом. Эти 
фильтры помещали затем в 2 мл 0,1 N НС1 и в элюатах определяли коли­
чество белка (% ”).

Полученные данные представлены в табл. 1. Как видно, емкость сор­
бентов зависит как от концентрации антител, взятых в реакцию с эфиром 
агара, так и от способа приготовления последних. Наиболее емкие оказа­
лись способными обратимо присоединять 130—140 мг САЧ на 1 г своего 
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веса. Эти количества соизмеримы с количеством антигена в преципитатах. 
Так, на 1 г антител, входящих в состав преципитата в зоне эквивалент­
ности, приходится, например, 310 мг сывороточного альбумина крыс или 
133 мг яичного альбумина (19).

В опытах при определении емкости всегда ставился контроль на неспе­
цифическую адсорбцию. В качестве неспсцифического белка к сорбенту 
добавляли дифтерийный апатоксин. Разницы в количестве белка, отщепив­
шегося от сорбента, контактировавшего с анатоксином и с 0,85% NaCl, 
нам обнаружить не удалось. Это свидетельствует об очень незначительной 
неспецпфической адсорбции сорбентов.

Для выделения антигена к 54 мг иммуносорбента № 4 (табл. 1) при 
pH 7 добавляли 5 мл донорской сыворотки. Смесь оставляли на ночь при 4°. 
После этого сорбент отмывали на бюхнеровской воронке 0,85% NaCl, pH 7. 
Для элюции антигепа на ту же воронку добавляли HCl-глициповый буфер 
pH 2,2 (3) и через 10—15 мин. раствор отсасывали, а сорбент промывали 
еще несколькими порциями свежего буфера. Элюаты диализовали против 
дистиллированной воды и в них определяли белок (1е). Сорбент же про­
мывали 0,85% NaCl, pH 7 до нейтральных промывных вод, добавляли но­
вую порцию донорской сыворотки и процедуру повторяли. При использо­
вании свежего сорбента удалось выделить 5,76 мг САЧ, а при повторном 
выделении с помощью того же сорбента 4,42 мг САЧ. Таким образом, с 
помощью 54 мг сорбента, в состав которого входит 17 мг антител против 
САЧ, за 2 раза удалось выделить 10,18 мг белка-антигена (САЧ).

Как видно па рис. 1, методом преципитации в агаре ясно обнаружи­
вается линия САЧ в элюате с иммуносорбента. Методом иммунофореза 
выявляется также лишь одна линия САЧ.

Была проведена специальная серия опытов методом преципитации в 
агаре с целью исследования чистоты выделенного препарата САЧ. Анти­
генов, неспецифически связавшихся с сорбентом, в препарате обнаружить 
не удалось. Возможная примесь не превышает 1% от общего белка.

Таким образом, предлагаемые иммуносорбенты могут использоваться 
для одноступенчатого выделения больших количеств антигенов, практиче­
ски свободных от неспецифических примесей.

Необходимо отметить, что количество антигена, выделяемого с по­
мощью пммуносорбентов, в большой степени зависит от молекулярного 
веса этого антигена. Чем больше молекулярный вес антигена, тем большее 
его количество присоединяется к одному и тому же количеству антител. 
Поэтому для характеристики иммуносорбентов, в состав которых входят 
антитела, целесообразно ввести вместе с понятием «емкость» понятие «мо­
лярная емкость». Молярной емкостью можно предложить называть коли­
чество молей антигена, умноженное на 10“8, способное обратимо присое­
диняться на 1 г сухого веса сорбента.

По молярной емкости предлагаемые иммуносорбенты примерно на по­
рядок превосходят описанные до сих пор.

Следует добавить, что поскольку антитела с совершенно различной 
иммунологической специфичностью не отличаются по своим химическим 
свойствам, предложенный метод синтеза является универсальным для по­
лучения сорбентов любой специфичности.

Нами было показано, что иммуносорбенты, синтезированные на основе 
агарового геля, сохраняют свойства этого геля и могут быть использованы 
для любых реакций в геле (”). Это открывает совершенно новые возмож­
ности применения описанных выше сорбентов.

Приношу глубокую благодарность А. И. Гусеву за приведенные иссле­
дования чистоты выделенного нами препарата.

Институт эпидемиологии и микробиологии Поступило
им. Н. Ф. Гамалеи 10 VI 1971

Академии медицинских наук СССР
Москва
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