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Èçó ÷à ëè ïðî öåññ àô ôèí íî ãî ñî çðå âà íèÿ àí òè òåë â õîäå ðàç âè òèÿ ãó ìî ðàëü íî ãî èì ìóí íî ãî îò âå òà ó
ìû øåé BALB/c íà ââåäåíèå ìè îã ëî áè íà ìûø öû ëî øà äè. Äëÿ ïðî âå äå íèÿ ýòèõ èñ ñëå äî âà íèé èñ ïîëü çî -
âàí íî âûé ìå òîä îïðå äå ëå íèÿ àô ôèí íîñ òè âû ñî êî- è íèç êî àô ôèí íûõ àí òè òåë, ïðèñóòñòâóþùèõ â
ñìå ñè. Ïðè ìå íå íèå ýòî ãî ìå òî äà ïî çâî ëè ëî ïî ëó ÷èòü îñíîâ íûå õà ðàê òå ðèñ òè êè ãó ìî ðàëü íî ãî èì -
ìóí íî ãî îò âå òà â õîäå åãî ðàç âè òèÿ íà Ò-çà âè ñèìûé áåë êîâûé àí òè ãåí. Óñòàíîâëåíî, ÷òî àô ôèí -
íîñòü àí òè òåë, èõ êî ëè ÷åñ òâî, à òàê æå äîëÿ âû ñî êî àô ôèí íûõ ñïå öè ôè ÷åñ êèõ àí òè òåë
ïî ñòå ïåí íî âîç ðàñ òà þò â ïðî öåñ ñå ðàç âè òèÿ èì ìóí íî ãî îò âå òà.

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: àô ôè íè òåò, àô ôèí íîå ñî çðå âà íèå, íå ëè íåé íàÿ ðåã ðåñ ñèÿ.

Ââå äå íèå. Èçâåñ òíî, ÷òî ðàç âè òèå èì ìóí íî ãî îò âå -
òà íà ðàç ëè÷ íûå áåë êî âûå àí òè ãå íû ñî ïðî âîæ äà åò -
ñÿ èç ìå íå íè åì àô ôèí íîñ òè àí òè òåë, êî òî ðàÿ, êàê
ïðà âè ëî, íà áî ëåå ïî çäíèõ ñòà äè ÿõ èì ìóí íî ãî îò -
âå òà âûøå, ÷åì íà íà ÷àëü íûõ åãî ýòà ïàõ [1–5].
Îáðàò íûé ýô ôåêò ìî æåò èìåòü ìåñ òî òîëü êî ïðè
êà êèõ-ëèáî íà ðó øå íèÿõ ðàç âè òèÿ èì ìóí íî ãî îò âå -
òà, ïðè íå êî òî ðûõ çà áî ëå âà íè ÿõ èëè æå åñëè îðãà -
íèçì èì ìó íè çè ðó þò ÷ðåç âû ÷àé íî âû ñî êè ìè äî çà -
ìè àí òè ãå íà, ÷òî ïðè âî äèò ê èñ òî ùå íèþ
ñî îò âå òñòâó þ ùèõ êëî íîâ âû ñî êîñ ïå öè ôè÷ íûõ
Â-ëèì ôî öè òîâ. Â èíûõ æå ñëó ÷à ÿõ àô ôèí íîñòü àí -
òè òåë îá û÷ íî âîç ðàñ òà åò, îñî áåí íî ïî ñëå ïî âòîð -
íûõ èì ìó íè çà öèé.

Íå îá õî äè ìî îò ìå òèòü, ÷òî îïðå äå ëå íèå àô ôèí -
íîñ òè àí òè òåë â ñû âî ðîò êå êðî âè, ãäå íà õî äèò ñÿ
îãðîì íîå ÷èñ ëî êëî íîâ ñõîä íîé ñïå öè ôè÷ íîñ òè, íî 
ðàç íîé àô ôèí íîñ òè, ÿâ ëÿ åò ñÿ íå ïðîñ òîé çà äà ÷åé.
Äå ëî â òîì, ÷òî ñ èñ ïîëü çî âà íè åì èìå þ ùèõ ñÿ â ðàñ -

ïî ðÿ æå íèè èñ ñëå äî âà òå ëåé ìå òî äîâ â áîëü øè íñòâå
ñëó ÷à åâ âîç ìîæ íî íà é òè ëèøü óñðåä íåí íóþ âå ëè -
÷è íó, ïî êî òî ðîé íå ëüçÿ óñòà íî âèòü, êà êîå èìåí íî
êî ëè ÷åñ òâî è êà êèõ (âû ñî êî- èëè íèç êî à ôèí íûõ)
àí òè òåë èìå åò ñÿ â èñ ñëå äó å ìîé ñìå ñè. Íàï ðè ìåð,
ìå òîä, ïðåä ëî æåí íûé ðà íåå àâ òî ðà ìè ðà áî òû [6], è
åãî ìî äè ôè êà öèÿ, îïè ñàí íàÿ Ñòè âåí ñî íîì [7], ïî -
çâî ëÿ åò ïðè ïî ìî ùè  ELISA òî÷ íî îïðå äå ëèòü àô -
ôèí íîñòü òîëü êî îä íî ãî êëî íà äâóõ âà ëåí òíûõ àí -
òè òåë. Åñëè æå â èñ ñëå äó å ìîé ñìå ñè èìå þò ñÿ äâà
èëè áî ëåå âè äîâ àí òè òåë, â òîì ÷èñ ëå âû ñî êî- è íèç -
êî àô ôèí íûõ, òî ðå çóëü òàò îïðå äå ëå íèÿ àô ôèí íîñ -
òè áó äåò â çíà ÷è òåëü íîé ñòå ïå íè çà âè ñåòü îò òî ãî,
êà êî âî ñî îò íî øå íèå êàæ äî ãî èç âè äîâ àí òè òåë,
ïðè ñó òñòâó þ ùèõâ ñìå ñè, à òàê æå êà êîé äè à ïà çîí
êîí öåí òðà öèé êîí êó ðè ðó þ ùå ãî àí òè ãå íà èñ ïîëü -
çî âàí â ýêñ ïå ðè ìåí òå [8–11].

Öåëü ïðåä ñòàâ ëåí íîé ðà áî òû ñî ñòî ÿ ëà â îïðå äå -
ëå íèè àô ôèí íîñ òè äâóõ âè äîâ àí òè òåë, èìå þ ùèõñÿ 
â ñìå ñè, è íà õîæ äå íèè ñî îò íî øå íèÿ ìåæ äó êî ëè -
÷åñ òâîì âû ñî êî- è íèç êî àô ôèí íûõ àí òè òåë â èñ ñëå -
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äó å ìûõ îá ðàç öàõ. Ýòî ïî çâî ëè ëî íàì ïî ñòà âèòü çà -
äà ÷ó êî ëè ÷åñ òâåí íî ãî èç ìå ðå íèÿ ïà ðà ìåò ðîâ, îò ðà -
æà þ ùèõ ïðî öåññ ðàç âè òèÿ èì ìóí íî ãî îò âå òà íà
áåë êî âûé àí òè ãåí, â ðå çóëü òà òå ÷å ãî ïðî èñ õî äèò
ñî çðå âà íèå àô ôèí íîñòü àí òè òåë è èç ìå íÿ åò ñÿ ñî îò -
íî øå íèå êîí öåí òðà öèé âû ñî êî- è íèç êî àô ôèí íûõ
àíòèòåë. 

Òå î ðèÿ. ×òî áû îïðå äå ëèòü àô ôèí íîñòü îä íî ãî
âè äà àí òè òåë ñ ïî ìîùüþ ELISA Ôðè ãå è ñî àâò. [6]
ðàç ðà áî òà ëè ìå òîä, áûñ òðî ñòàâøèé ÷ðåç âû ÷àé íî
ïî ïó ëÿð íûì èç-çà ïðî ñòî òû åãî ïðè ìå íå íèÿ è òî÷ -
íîñ òè ïî ëó ÷à å ìûõ äàí íûõ. Àâòîðàìè ïî êà çà íî, ÷òî 
ïðè èç áûò êå êîí êó ðè ðó þ ùå ãî àí òè ãå íà â ñìå ñè àí -
òè ãåí–àí òè òå ëî ìåæ äó îò íî øå íè åì îá ùå ãî êî ëè -
÷åñ òâà àí òè òåë ê êî ëè ÷åñ òâó àí òè òåë, çà áëî êè ðî -
âàí íûõ àí òè ãå íîì, è îá ðàò íîé êîí öåí òðà öè åé àí -
òè ãå íà ñó ùåñ òâó åò ëè íåé íàÿ çà âè ñè ìîñòü
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ãäå Êd – êîí ñòàí òà äèñ ñî öè à öèè, ò. å. âå ëè ÷è íà, îá -
ðàò íàÿ âå ëè ÷è íå àô ôèí íîñ òè; À0 – îêðàñ êà ëó íîê â
îò ñó òñòâèå àí òè ãå íà; Ài – îêðàñ êà ëó íîê â ïðè -
ñóòñòâèè êîí êó ðè ðó þ ùå ãî àí òè ãå íà, êîí öåí òðà öèÿ 
êî òî ðî ãî ðàâ íà li.

Ãðà ôè êîì ýòîé çà âè ñè ìîñ òè ÿâ ëÿ åò ñÿ ïðÿ ìàÿ
ëè íèÿ ñ óãëîì íà êëî íà, ðàâ íûì îá ðàò íîé âå ëè ÷è íå
êîí ñòàí òû àô ôèí íîñ òè. Òà êèì îá ðà çîì, íà ÷åð òèâ
äàí íûé ãðà ôèê, ìîæ íî ëåã êî îïðå äå ëèòü àô ôèí -
íîñòü âçà è ìî äå éñòâèÿ àí òè òåë ñ àí òè ãå íîì.

Ïîç äíåå Ñòè âåíñ [7] âû ñêà çàë ìíå íèå î òîì, ÷òî
ïðåä ëî æåí íîå Ôðè ãå è ñî àâò. óðàâ íå íèå (1) ÿâ ëÿ åò -
ñÿ âåð íûì òîëü êî äëÿ ìî íî âà ëåí òíûõ àí òè òåë, à
÷òî áû ó÷åñòü äâóõ âà ëåí òíîñòü àí òè òåë, íóæ íî èç
ëå âîé ÷àñ òè óðàâ íå íèÿ (1) âçÿòü êî ðåíü êâàä ðàò íûé
è, ñëå äî âà òåëü íî, ïðà âèëü íûì ñî îò íî øå íè åì áóäåò
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Äå éñòâè òåëü íî, ïî çäíåå óðàâ íå íèå (2) íà ìè ïî -
ëó ÷å íî ñòðî ãî ìà òå ìà òè ÷åñ êè, ÷òî ïîä òâåð äè ëî [8,
9] ñïðà âåä ëè âîñòü ïî ïðàâ êè Ñòè âåí ñà [7]. Òå î ðå òè -
÷åñ êèå ðàñ ÷å òû (ðèñ. 1, à) è ýêñ ïå ðè ìåí òàëü íûå
äàí íûå òàê æå ñâè äå ò åëüñòâó þò â ïîëüçó ïðà âèëü -
íîñòè óðàâ íå íèÿ (2).

Âìåñ òå ñ òåì,  êîã äà â èñ ñëå äó å ìîì îá ðàç öå àí -
òè òåë èìå åò ñÿ íå îäèí, à äâà âè äà àí òè òåë îä íîé
ñïå öè ôè÷ íîñ òè, ïðè ÷åì èõ àô ôèí íîñòü â çíà ÷è -
òåëü íîé ìå ðå îò ëè ÷à åò ñÿ äðóã îò äðó ãà, òî íà ãðà ôè -
êå âìåñ òî ëè íåé íîé çà âè ñè ìîñ òè ìåæ äó âå ëè ÷è íà -
ìè  A

A A i

0

0 -
 è 1/li, ïðåä ñòàâ ëÿ å ìîé ïðÿ ìîé ëè íè åé,

ïî ëó ÷èò ñÿ íå ëè íåé íàÿ çà âè ñè ìîñòü â ôîðìå âû ïóê -
ëîé êðè âîé (ðèñ. 1, á). ×òî áû èìåòü âîç ìîæ íîñòü
îïðå äå ëèòü àô ôèí íîñòü îá îèõ âè äîâ àí òè òåë è ñî -
îò íî øå íèå ìåæ äó èõ êî ëè ÷åñ òâîì â èñ ñëå äó å ìîì
îá ðàç öå, íà ìè ïðåä ëî æå íû íî âûå êî îð äè íà òû,
ïðåä ñòàâ ëå íèå â êî òî ðûõ äàí íûõ î êî ëè ÷åñ òâå ñâî -
áîä íûõ àí òè òåë â ñìå ñè ñ ðàç íû ìè êîí öåí òðà öè ÿ ìè 
êîí êó ðè ðó þ ùå ãî àí òè ãå íà äà åò âîã íó òóþ êðè âóþ
(ðèñ. 2, à). Îòûñ êàâ óãëû íà êëî íà àñèì ïòîò ê ýòîé
êðè âîé, à òàê æå òî÷ êè ïå ðå ñå ÷å íèÿ àñèì ïòîò ñ îñÿ -
ìè êî îð äè íàò è ââå äÿ íàéäåííûå âå ëè ÷è íû â ïðåä -
ëî æåí íûå íà ìè ÷å òû ðå óðàâ íå íèÿ, âîç ìîæ íî ðå -
øèòü ýòè óðàâ íå íèÿ è, òà êèì îá ðà çîì, îïðå äå ëèòü
÷èñ ëåí íûå çíà ÷å íèÿ èñ êî ìûõ ïà ðà ìåò ðîâ, ò. å. çíà -
÷å íèÿ K1 è K2, A1 è A2 [8–10].

Íå äîñ òà òîê òàêîãî ìå òî äà ñî ñòî èò â òîì, ÷òî
äëÿ óâå ëè ÷å íèÿ òî÷ íîñ òè îïðå äå ëå íèÿ èñ êî ìûõ õà -
ðàê òå ðèñ òèê ñìå ñè àí òè òåë íå îá õî äè ìî èñ ïîëü çî -
âàòü î÷åíü øè ðî êèé äè à ïà çîí êîí öåí òðà öèé êîí êó -
ðè ðó þ ùå ãî àí òè ãå íà. Òîëü êî ïðè äîñ òà òî÷ íîì äè à -
ïà çî íå êîí öåí òðà öèé àí òè ãå íà ìîæ íî íà÷åðòèòü
ýêñ ïå ðè ìåí òàëü íûå êðè âûå ñâÿ çû âà íèÿ, îò íî ñè -
òåëü íî áëèç êî ïðè áëè æà þ ùè å ñÿ ê îñÿì êî îð äè íàò
è, ñëå äî âà òåëü íî, ïî çâî ëÿ þ ùèå ïî ëó÷àòü äîñ òà òî÷ -
íî òî÷ íûå èñ êî ìûå çíà ÷å íèÿ àô ôèí íîñ òè îá îèõ
âè äîâ àí òè òåë è ñî îò íî øå íèå èõ êîí öåí òðà öèé. Ê
ñî æà ëå íèþ, òà êèå îïû òû òåõ íè ÷åñ êè òðóä íî âû -
ïîë íè ìû, ê òî ìó æå ïðè îïðå äå ëå íèè îêðàñ êè ëó -
íîê ñ î÷åíü íèç êîé èí òåí ñèâ íîñ òüþ òî÷ íîñòü èç ìå -
ðå íèÿ òàê æå çíà ÷è òåëü íî ñíèæàåòñÿ.

Â ñâÿ çè ñ ýòèì íà ìè íå äàâ íî ïðåä ëî æåí íî âûé
ìå òîä [11, 12], ÿâ ëÿ þ ùèé ñÿ äîñ òà òî÷ íî ïðî ñòûì,
íî âìåñ òå ñ òåì ïî çâî ëÿ þ ùèì ïî ëó ÷àòü áî ëåå òî÷ -
íûå äàí íûå îò íî ñè òåëü íî àô ôèí íîñ òè äâóõ òè ïîâ
àí òè òåë è ñî îò íî øå íèÿ èõ êî ëè ÷åñ òâà â îá ðàç öàõ.
Îí îñíî âàí íà èñ ïîëü çî âà íèè ìå òî äà íå ëè íåé íîé
ðåã ðåñ ñèè äëÿ âû ÷èñ ëå íèÿ ïà ðà ìåò ðîâ êðè âîé ñâÿ -
çû âà íèÿ ïî èç âåñ òíî ìó óðàâ íå íèþ. Ñîâ ðå ìåí íûå
ìå òî äû âû ÷èñ ëè òåëü íîé ìà òå ìà òè êè ïî çâî ëÿ þò
ëåã êî ñäå ëàòü ýòî ïðè ïî ìî ùè èìå þ ùèõ ñÿ ïðî -
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ãðàìì äëÿ ïåð ñî íàëü íî ãî êîì ïüþ òå ðà, íà ïðè ìåð, ñ
ïî ìîùüþ ïðî ãðàì ìû Origin 75.

Ðà íåå íà ìè ïî êà çà íî, ÷òî çà âè ñè ìîñòü èí òåí -
ñèâ íîñ òè îêðàñ êè ëó íîê Ai, îïðå äå ëÿ å ìàÿ ñ ïî -
ìîùüþ ELISA (â òîì ñëó ÷àå, åñ ëè îêðàñ êà ëó íîê
ïðî ïîð öè î íàëü íà êîí öåí òðà öèè ñâî áîä íûõ àí òè -
òåë â ñìå ñè àí òè ãåí–àí òè òå ëî), îò êîí öåí òðà öèè
êîí êó ðè ðó þ ùå ãî àí òè ãå íà li ïðåä ñòàâ ëå íà ñëå äó þ -
ùèì óðàâ íå íè åì (ðèñ. 2, á):
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ãäå K1 è K2 – êîí ñòàí òû àô ôèí íîñ òè îá îèõ âè äîâ
àí òè òåë: A1 è A2 – îêðàñ êà ëó íîê, êî òî ðàÿ áûëà áû
ïî ëó ÷å íà â ñëó ÷àå èñ ïîëü çî âà íèÿ êàæ äî ãî âèäà àí -
òè òåë â îò äåëü íîñ òè, ïðè ÷åì ïðè óñëî âèè îò ñóò -
ñòâèÿ êîí êó ðè ðó þ ùå ãî àí òè ãå íà.

Òîã äà, îò ûñ êàâ â ýêñ ïå ðè ìåí òå çíà ÷å íèÿ Ai ïðè
ðàç ëè÷ íûõ èç âåñ òíûõ çíà ÷å íè ÿõ êîí êó ðè ðó þ ùå ãî
àí òè ãå íà li, ìîæ íî ïðè ïî ìî ùè ìå òî äà íå ëè íåé íîé
ðåã ðåñ ñèè íà é òè çíà ÷å íèÿ K1 è K2, à òàê æå A1 è A2,
íà è ëó÷ øèì îá ðà çîì ñî îò âå òñòâóþùèå ýêñ ïå ðè ìåí -

òàëü íîé êðè âîé äëÿ åå ñî âïà äå íèÿ ñ êðè âîé, ïðåä -
ñòàâ ëåí íîé óðàâ íå íè åì (3). Ïîñ êîëü êó çíà ÷å íèÿ A1

è A2 ïðî ïîð öè î íàëü íû êîí öåí òðà öèè êàæ äî ãî èç
àí òè òåë â ñìå ñè, ñëå äî âà òåëü íî, òà êèì îá ðà çîì
ìîæ íî îïðå äå ëèòü íå òîëü êî àô ôèí íîñòü îá îèõ àí -
òè òåë K1 è K2, íî è íà é òè ñî îò íî øå íèå êîí öåí òðà -
öèé ýòèõ àí òè òåë, ðàâ íîå îò íî øå íèþ A1 ê A2, èëè æå 
÷àñòü êàæ äî ãî âè äà àí òè òåë, ðàâ íóþ A1/(A1 + A2) è
A2/(A1 + A2).

Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû. Â êà ÷åñ òâå àí òè ãå íà â
ðà áî òå èñ ïîëü çî âà ëè ìè îã ëî áèí ìûøö ëî øà äè
(«Sigma», ÑØÀ). Øåñòü ìû øåé ëè íèè BALB/c (ñà -
ìîê ìàñ ñîé îêî ëî 22–25 ã) èì ìó íè çè ðî âà ëè âíóò -
ðè âåí íî 250 ìêã/ìûøü ìè îã ëî áè íà, ðàñ òâî ðåí íî ãî
â ôè çè î ëî ãè ÷åñ êîì ðàñ òâî ðå. Èììó íè çà öèþ ïðî âî -
äè ëè îäè íà êî âîé äî çîé óêà çàí íî ãî àí òè ãå íà
òðèæäû ñ èí òåð âà ëîì â òðè íå äå ëè. ×å ðåç 10 äíåé
ïî ñëå êàæ äîé èì ìó íè çà öèè èç õâîñ òî âûõ âåí ìû -
øåé áðà ëè îêî ëî 250 ìêë êðî âè äëÿ ïî ëó÷åíèÿ ñû -
âî ðî òîê. Ñû âî ðîò êè òðåõ ìû øåé îá ú å äè íÿ ëè â äâà
ïó ëà, ñî ñòî ÿ ùèõ èç òðåõ îò äåëü íûõ ñû âî ðî òîê. Çà -
òåì ïî ëó ÷åí íûå òà êèì ñïî ñî áîì àí òè ñû âî ðîò êè ê
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Ðèñ. 1. Òå î ðå òè ÷åñ êèå êðè âûå ñâÿ çû âà -
íèÿ àí òè ãå íà äâóõ âà ëåí òíû ìè àí òè òå ëà -
ìè, ïðåä ñòàâ ëåí íûå â êî îð äè íà òàõ Y =

=  
A

A Ai

0

0 -
 ïðî òèâ 1/li: à – ëè íåé íàÿ çà âè -

ñè ìîñòü ìåæ äó âå ëè ÷è íà ìè 
A

A Ai

0

0 -
  è

1/li äëÿ îä íî ãî âèäà àí òè òåë, èìå þ ùèõ
êîí ñòàí òó àô ôèí íîñ òè K = 1,0×108 Ì–1;
á – íå ëè íåé íàÿ çà âè ñè ìîñòü ìåæ äó âå ëè -

÷è íà ìè 
A

A Ai

0

0
-

 è 1/li äëÿ äâóõ âè äîâ àí -

òè òåë â ðàâ íûõ êîí öåí òðà öè ÿõ, èìå þ -
ùèõ êîí ñòàí òû àô ôèí íîñ òè K1 = 1,0×108



ìè îã ëî áè íó çà ìî ðà æè âà ëè è õðà íè ëè âïëîòü äî èñ -
ïîëü çî âà íèÿ.

Íà 96-ëó íî÷ íûõ ïëàø êàõ Mai Sorp ôèð ìû
«Nunc» (Äà íèÿ) ñî ðáè ðî âà ëè ìè îã ëî áèí, èí êó áè -
ðóÿ 110 ìêë/ëóí êó ðàñ òâî ðà ìè îã ëî áè íà (30 ìêã/ìë
â 0,1 %-ì ðàñ òâî ðå áè êàð áî íà òà àì ìî íèÿ, ðÍ 8,5) â
ïëàø êàõ ïðè òåì ïå ðà òó ðå 4 °Ñ â òå ÷å íèå 18 ÷. Íå -
ïîñ ðå äñòâåí íî ïå ðåä èñ ïîëü çî âà íè åì ïëàø êè òùà -
òåëü íî îò ìû âà ëè îò íå ñâÿ çàâ øå ãî ñÿ ìè îã ëî áè íà, â
íèõ âíî ñè ëè 100 ìêë/ëóí êó èñ ñëå äó å ìîé ñìå ñè, ñî -
ñòî ÿ ùåé èç ðàç âå äåí íîé àí òè ñû âî ðîò êè è îïðå äå -
ëåí íî ãî êî ëè ÷åñ òâà ìè îã ëî áè íà. Ïëàø êè èí êó áè -
ðî âà ëè ñ èñ ñëå äó å ìû ìè îá ðàç öà ìè àí òè ñû âî ðîò êè
è àí òè ãå íà â òå ÷å íèå 45–50 ìèí ïðè íå ïðå ðûâ íîì

âñòðÿ õè âà íèè, çà òåì ðàñ òâî ðû óäà ëÿ ëè èç ëó íîê,
ïëàø êè òùà òåëü íî ïðî ìû âà ëè ïðî òî÷ íîé âî äîé è
ïðè ïî ìî ùè ELISA îïðå äå ëÿ ëè êî ëè ÷åñ òâî àí òè òåë 
IgG êëàñ ñà, ñâÿ çàâ øèõ ñÿ ñ ñî ðáè ðî âàí íûì íà ïëàø -
êå ìè îã ëî áè íîì. Èíû ìè ñëî âà ìè, îïðå äå ëÿ ëè
÷àñòü àí òè òåë, ó êî òî ðûõ îäèí èëè îáà ïà ðà òî ïà íå
ñâÿ çà íû ñ àíòèãåíîì.

×òî áû óñòà íî âèòü ðàç âå äå íèÿ àí òè ñû âî ðî òîê,
îïòè ìàëü íûå äëÿ îïðå äå ëå íèÿ àô ôèí íîñ òè àí òè òåë 
ñ ïî ìîùüþ îïè ñàí íûõ ìå òî äîâ, â ïðåä âà ðè òåëü íîì 
îïû òå ñû âî ðîò êè òèò ðî âà ëè â 0,2 %-ì ðàñ òâî ðå
ÁÑÀ â çà áó ôå ðåí íîì ôèç ðàñ òâî ðå, ñî äåð æà ùåì
0,1 %-é òâèí-20 (ÒÁÔ). Òå ðàç âå äå íèÿ àí òè ñû âî ðîò -
êè, ïðè êî òî ðûõ íà áëþ äà ëîñü ïðÿ ìî ïðî ïîð öè î -
íàëü íîå ñíè æå íèå èí òåí ñèâ íîñ òè îêðàñ êè ëó íîê
ïðè ñíè æå íèè êîí öåí òðà öèè àí òè ñû âî ðîò êè, èñ -
ïîëü çî âà ëè â äàëü íåé øåì â îïû òàõ ïî îïðå äå ëå -
íèþ àô ôèí íîñ òè àí òè òåë [6].

Àëèêâîòû ïî 0,2 ìë ðàç âå äåí íûõ â (1:50)–
(1:150) ðàç àí òè ñû âî ðî òîê (â ñî îò âå òñòâèè ñ äàí íû -
ìè ïðåä âà ðè òåëü íî ãî îïû òà ïî ðàñ òèò ðîâ êå) ñìå -
øè âà ëè 1:1 ñ ðàñ òâî ðà ìè ìè îã ëî áè íà ðàç ëè÷ íîé
êîí öåí òðà öèè (îò 2,5×10–7 äî 6,4×10–5 Ì) â 0,2 %-ì
ðàñ òâî ðå ÁÑÀ â ÒÁÔ. Îáðàç öû îñòàâ ëÿ ëè èí êó áè -
ðî âàòü ñÿ ïðè êîì íàò íîé òåì ïå ðà òó ðå â òå ÷å íèå
18 ÷, ïî ñëå ÷å ãî ïî 0,1 ìë êàæ äî ãî îá ðàç öà ñìå ñè (â
òðåõ ïî âòîð íîñ òÿõ) âíî ñè ëè â ëóí êè èì ìó íî ëî ãè -
÷åñ êèõ ïëàò ñ ñî ðáè ðî âàí íûì ìè îã ëî áè íîì, ïëàø -
êè èí êó áè ðî âà ëè ñ ýòè ìè îá ðàç öà ìè íà ïðî òÿ æå íèè 
45–50 ìèí ïðè íå ïðå ðûâ íîì âñòðÿ õè âà íèè, ïî ñëå
÷å ãî îá ðàç öû óäà ëÿ ëè èç ëó íîê, ïëàø êè òùà òåëü íî
îòìû âà ëè è îïðå äå ëÿ ëè îò íî ñè òåëü íîå êî ëè ÷åñ òâî
ñâÿ çàâ øèõ ñÿ àí òè òåë ìå òî äîì ELISA. Çíà ÷å íèÿ ÿð -
êîñ òè îêðàñ êè äëÿ êàæ äî ãî îá ðàç öà íà õî äè ëè,
ðàññ÷èòàâ ñðåä íþþ âå ëè ÷è íó èç òðåõ èç ìå ðå íèé.

Èñïîëü çóÿ ìå òîä íå ëè íåé íîé ðåã ðåñ ñèè,
îïðåäåëÿëè âå ëè ÷è íû K1, K2, A1 è A2, à çà òåì âû ÷èñ -
ëÿ ëè îò íî øå íèÿ A1/(A1 + A2) è A2/(A1 + A2), ò. å. âû ÿâ -
ëÿ ëè ñî îò íî øå íèå êîí öåí òðà öèé âû ñî êî- è íèç êî -
àô ôèí íûõ àí òè òåë â èñ ñëå äó å ìîé ñìå ñè.

Ðå çóëü òà òû è îá ñóæ äå íèå. Íà ðèñ. 3, à, ïðåä -
ñòàâ ëå íû ðå çóëü òà òû òèò ðî âà íèÿ ñ ïî ìîùüþ ELISA 
àí òè ñû âî ðî òîê ê ìè îã ëî áè íó, ïî ëó ÷åí íûõ ïî ñëå
îä íî-, äâó- è òðåõ êðàò íîé âíóò ðè âåí íîé èì ìó íè çà -
öèè ìû øåé ìè îã ëî áè íîì. Êàê âèä íî èç ýòî ãî ðè -
ñóí êà, ïðè ðàç âå äå íèè áî ëåå ÷åì â 50 ðàç âîç íè êà þò 
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Ðèñ. 2. Íå ëè íåé íàÿ çà âè ñè ìîñòü êî ëè ÷åñòâa ñâî áîä íûõ àí òè òåë 
(ò. å. àí òè òåë, ó êî òî ðûõ îäèí èëè îáà ïà ðà òî ïà íå çà áëî êè ðî âà -
íû àí òè ãå íîì), íà õî äÿ ùèõ ñÿ â ñìå ñè ñ àí òè ãå íîì â ñî ñòî ÿ íèè
ðàâ íî âå ñèÿ, îò êîí öåí òðà öèè àí òè ãå íà (à) è òàêàÿ æå çà âè ñè -

ìîñòü, íî â êî îð äè íà òàõ Y = 
A A A A A

l

i i

i

0 0 0 710
- + -

× -
( )

 ïðî òèâ

âå ëè ÷è íû A0 – Ai (á). Îáå òå î ðå òè ÷åñ êèå êðè âûå ðàñ ñ÷è òà íû äëÿ
ñëå äó þ ùèõ ïà ðà ìåò ðîâ âçà è ìî äå éñòâèÿ àí òè ãåí–àí òè òå ëî:
K1= 1,0×108 Ì–1; K2 = 1,0×106 Ì–1; äè à ïà çîí êîí öåí òðà öèé àí òè ãå -
íà li  = 1,0×10–9–2,62×10–4 Ì, A1 = 1,0; A2 = 1,0; A0 = A1 + A2



ëè íåé íûå çà âè ñè ìîñ òè ìåæ äó êîí öåí òðà öè åé àí òè -
ñû âî ðîò êè è èí òåí ñèâ íîñ òüþ îêðàñ êè ëó íîê. Âìåñ -
òå ñ òåì, êîí öåí òðà öèÿ IgG àí òè òåë â àí òè ñû âî ðîò -
êå ïî ñëå äâóê ðàò íîé èì ìó íè çà öèè ïðè ìåð íî â 1,5
ðàçà âû øå, ÷åì ïî ñëå îä íî êðàò íîé, à ïî ñëå òðåõ -
êðàò íîé èì ìó íè çà öèè êîí öåí òðà öèÿ àí òè òåë â ~2
ðàçà âû øå, ÷åì ïî ñëå äâóê ðàò íîé. Ïî ý òî ìó äëÿ ýêñ -
ïå ðè ìåí òà ïî îïðå äå ëå íèþ àô ôèí íîñ òè IgG àí òè -
òåë àí òè ñû âî ðîò êè ðàç âî äè ëè â 50, 75 è 150 ðàç,
÷òî áû êîí öåí òðà öèè àí òè òåë â ïî ëó ÷åí íûõ îá ðàç -
öàõ áû ëè ïðè ìåð íî ðàâ íû ìåæ äó ñî áîé.

Íà ðèñ. 3, á, ïðè âå äå íû ðå çóëü òà òû, ïî êà çû âà þ -
ùèå, êàê êî ëè ÷åñ òâî ñâî áîä íûõ IgG àí òè òåë â ñìå -
ñè ñ àí òè ãå íîì çà âè ñèò îò êîí öåí òðà öèè àí òè ãå íà.
Ïîñ êîëü êó êàæ äàÿ èç ïðåä ñòàâ ëåí íûõ íà ýòîì
ðèñóíêå êðè âûõ îïè ñû âà åò ñÿ óðàâ íå íè åì (3), òî,
èñ ïîëü çóÿ ïðî ãðàì ìó Origin 75, ìîæ íî îïðå äå ëèòü
çíà ÷å íèÿ K1 è K2, à òàê æå A1 è A2, íà è ëó÷ øèì îá ðà -

çîì ñî îò âå òñòâó þ ùèå ïîä ãîí êå ïî ëó ÷åí íûõ ýêñ ïå -
ðè ìåí òàëü íûõ êðè âûõ ê òå î ðå òè ÷åñ êîé êðè âîé,
îïè ñû âà å ìîé óðàâ íå íè åì (3). Çíà ÷å íèÿ èñ êî ìûõ
âå ëè ÷èí ïðåä ñòàâ ëå íû â òàá ëè öå.

Êàê ñëåäóåò èç äàí íûõ òàá ëè öû, â ïðî âå äåí íûõ
ýêñ ïå ðè ìåí òàõ ïî ëó ÷å íû ïîä òâåð æäå íèÿ òî ãî, ÷òî
â ïðî öåñ ñå ðàç âè òèÿ èì ìóí íî ãî îò âå òà íà áåë êî âûå
Ò-çà âè ñè ìûå àí òè ãå íû ïðî èñ õî äèò ïî ñòå ïåí íîå
óñè ëå íèå àô ôèí íîñ òè îá ðà çó þ ùèõ ñÿ IgG àí òè òåë.
Òà êàÿ çà êî íî ìåð íîñòü íå ÿâ ëÿ åò ñÿ íå îæè äàí íîé,
ïî ñêîëü êó äàâ íî èç âåñ òíî, ÷òî àô ôèí íîå ñî çðå âà -
íèå èì ìóí íî ãî îò âå òà âêëþ ÷à åò â ñå áÿ âíà ÷à ëå ïå -
ðå êëþ ÷å íèå ñèí òå çà àí òè òåë ñ IgM êëàñ ñà íà IgG
[8], à çà òåì ïî ñòå ïåí íî ïðî èñ õî äèò îò áîð êëî íîâ
Â-ëèì ôî öè òîâ, ïðî äó öè ðó þ ùèõ âñå áî ëåå àô ôèí -
íûå àí òè òå ëà [2–5, 13, 14].

Ýòîò ïðî öåññ, íà çâàí íûé ñî çðå âà íè åì àô ôèí -
íîñ òè àí òè òåë, ñî ñòî èò êàê èç ñî ìà òè ÷åñ êèõ ìó òà -
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Ðèñ. 3. Ýêñïå ðè ìåí òàëü íûå êðè âûå çà âè ñè ìîñ òè
êî ëè ÷åñ òâà ñâî áîä íûõ IgG àí òè òåë ê ìè îã ëî áè íó
îò ðàç âå äå íèÿ ñû âî ðîò êè èëè îò êîí öåí òðà öèè
ìèîã ëî áè íà â ñìå ñè ñ àíòèòåëàìè: à – âëè ÿ íèå ðàç -
âå äå íèÿ àí òè ñû âî ðî òîê ê ìè îã ëî áè íó íà êî ëè ÷åñò- 
âî àí òè òåë, ñâÿ çàâ øèõ ñÿ ñ ìè îã ëî áè íîì, ñî ðáè ðî -
âàí íûì íà èì ìó íî ëî ãè ÷åñ êîé ïëàø êå (1 – îä íî -
êðàò íîå; 2 – äâóê ðàòíîå; 3 – òðåõ êðàòíîå); á – äåé-
ñòâèå êîí öåí òðà öèè ìè îã ëî áè íà â ñìå ñè ñ àí òè ñû -
âî ðîò êà ìè ê ìè îã ëî áè íó íà êî ëè ÷åñ òâî àí òè òåë â
ñìå ñè ìèîãëî áèí–àí òè ñû âî ðîò êà, ó êî òî ðûõ îäèí
èëè îáà ïà ðà òî ïà íå ñâÿ çà íû ñ ìè îã ëî áè íîì è ÿâ -
ëÿ þò ñÿ ñâî áîä íû ìè (1–îä íî êðàòíàÿ; 2 – äâóê ðàò -
íàÿ; 3 – òðåõ êðàòíàÿ)



öèé ãå íîâ, îò âå òñòâåí íûõ çà ñòðóê òó ðó ðàñ ïîç íà þ -
ùå ãî öåí òðà àí òè òå ëà, òàê è èç ïî ñëå äó þ ùå ãî îò áî -
ðà êëî íîâ, ïðî äó öè ðó þ ùèõ áî ëåå àô ôèí íûå
àí òè òå ëà [5, 15–18]. Ïî ýòîé ïðè ÷è íå ïî äî áíûé
ïðî öåññ ñ÷è òà þò ñõîä íûì ñ ýâî ëþ öè åé ïî Äàð âè -
íó, ïî ñêîëü êó âíà ÷à ëå ïðî èñ õî äèò ìó òà öèÿ ñî îò âå -
òñòâó þ ùå ãî ãå íà, à çà òåì – ñå ëåê öèÿ êëî íîâ ñ íà è -
áî ëåå áëà ãîï ðè ÿò íû ìè ìó òà öè ÿ ìè [19].

Ñëå äó åò îò ìå òèòü, ÷òî ïðè ìå íå íèå ïðåä ëî æåí -
íî ãî íà ìè ìå òî äà ïî çâî ëÿ åò íå òîëü êî îá íà ðó æèòü
òåí äåí öèþ ê óñè ëå íèþ ñðî äñòâà ìåæ äó àí òè òå ëà ìè 
è àí òè ãå íîì â ïðî öåñ ñå èì ìóí íî ãî îò âå òà, íî è
ïðî ñëå äèòü äè íà ìè êó ïî ÿâ ëå íèÿ áî ëåå àô ôèí íûõ
àí òè òåë, à òàê æå ñî îò íî øå íèå èõ êî ëè ÷åñ òâà ñ íèç -
êî àô ôèí íû ìè àí òè òå ëà ìè. Òàê, èç òàá ëè öû âèä íî,
÷òî ÷å ðåç 10 äíåé ïî ñëå îä íî êðàò íîé èì ìó íè çà öèè
ìè îã ëî áè íîì ëî øà äè â ñû âî ðîò êàõ ìû øåé ïî ÿâ ëÿ -
åò ñÿ òîëü êî îêî ëî 10 % îò íî ñè òåëü íî âû ñî êî àô -
ôèí íûõ àí òè òåë (K1 = 1,62×106 M–1) è îêî ëî 90 % –
íèç êî àô ôèí íûõ (K2 = 1,17×104 M–1).

Ïîñ ëå ïî âòîð íîé èì ìó íè çà öèè ìû øåé ìè îã ëî -
áè íîì êî ëè ÷åñ òâî âû ñî êî àô ôèí íûõ àí òè òåë äîñ -
òè ãà åò îä íîé òðå òè âñåõ àí òè òåë, ïðè ÷åì àô ôèí -
íîñòü ýòèõ âû ñî êî àô ôèí íûõ àí òè òåë óâå ëè ÷è âà åò -
ñÿ äî 8,74×106 M–1, ò. å. ïðè ìåð íî â ïÿòü ðàç
ïðå âû øà åò òàêîâóþ âû ñî êî àô ôèí íûõ àí òè òåë ïî -
ñëå îä íî êðàò íîé èì ìó íè çà öèè. Àôôèííîñòü íèç -
êî àô ôèí íûõ àí òè òåë (K2 = 1,62×104 M–1) òàê æå âû øå, 
÷åì ïî ñëå ïåð âîé èì ìó íè çà öèè, õî òÿ â ýòîì ñëó ÷àå
ðàç íè öà ñî ñòàâ ëÿ åò âñå ãî îêî ëî ïî ëó òî ðà ðàç.

È, íà êî íåö, ïî ñëå òðåòü åé èì ìó íè çà öèè ÷àñòü
âû ñî êî àô ôèí íûõ àí òè òåë åùå áî ëåå âîç ðàñ òà åò è
ïðè áëè æà åò ñÿ ê 50 %. Ïðè ýòîì èõ àô ôèí íîñòü
(K1= 1,23×107 M–1) òàê æå âû øå, ÷åì àô ôèí íîñòü àí -

òè òåë ïî ñëå äâóê ðàò íîé èì ìó íè çà öèè. Íèç êî àô -
ôèí íûå àí òè òå ëà ïî ñëå òðåõ êðàò íîé èì ìó íè çà öèè
(K2 = 4,49×104 M–1) èìå þò ïðè ìåð íî â òðè ðàçà âû -
ñøóþ àô ôèí íîñòü ê ìè îã ëî áè íó, ÷åì àíà ëî ãè÷ íûå
àí òè òå ëà ïî ñëå äâóê ðàò íîé èì ìó íè çà öèè. Òà êèì
îá ðà çîì, â ïðî öåñ ñå ðàç âè òèÿ èì ìóí íî ãî îò âå òà
ïðî èñ õî äèò íå òîëü êî óâå ëè ÷å íèå äîëè âû ñî êî àô -
ôèí íûõ àí òè òåë ïî ñðàâ íå íèþ ñ íèç êî àô ôèí íû ìè,
íî è âîç ðàñ òà þò àá ñî ëþò íûå çíà ÷å íèÿ àô ôèí íîñ òè
êàê ó ïó ëîâ íèç êî àô ôèí íûõ, òàê è âû ñî êî àô ôèí -
íûõ àí òè òåë.

Î÷å âèä íî, ÷òî ïî ëó ÷åí íûå íà ìè ðå çóëü òà òû íà -
õî äÿò ñÿ â ïî ëíîì ñî îò âå òñòâèè ñ ìíî ãî ÷èñ ëåí íû ìè 
äàí íû ìè [1–5, 13–20] îò íî ñè òåëü íî ïî ñòå ïåí íî ãî
êà ÷åñ òâåí íî ãî èç ìå íå íèÿ õà ðàê òå ðèñ òèê ïðî äó öè -
ðó å ìûõ àí òè òåë â îò âåò íà ïî âòîð íóþ èì ìó íè çà -
öèþ îðãà íèç ìà ÷ó æå ðîä íûì áåë êî âûì àí òè ãå íîì.
Ïî ìè ìî ýòî ãî, èñ ïîëü çî âà íèå ðàç ðà áî òàí íî ãî íà ìè 
ìå òî äà îöåí êè àô ôèí íîñ òè âû ñî êî- è íèç êî àô ôèí -
íûõ àí òè òåë, íà õî äÿ ùèõ ñÿ â ñìå ñè, ïî çâî ëè ëî ïî -
ëó ÷èòü êî ëè ÷åñ òâåí íûå õà ðàê òå ðèñ òè êè äàí íî ãî
ïðî öåñ ñà. Ó÷è òû âàÿ òàê æå äàí íûå ðèñ. 3, à, èç êî òî -
ðûõ ñëå äó åò âû âîä îá óâå ëè ÷å íèè îá ùå ãî êî ëè ÷åñ -
òâà ìè îã ëî áèí-ñïå öè ôè÷ íûõ àí òè òåë, ïî ÿâ ëÿ þ -
ùèõ ñÿ â êðî âî òî êå â ïðî öåñ ñå èì ìóí íî ãî îò âå òà íà
âíóò ðè âåí íûå èì ìó íè çà öèè ìè îã ëî áè íîì, è ïî ëó -
÷åí íûå íà ìè äî ïîë íè òåëü íûå ñâåäåíèÿ ïî õà ðàê òå -
ðèñ òè êå ïðî äó öè ðó å ìûõ àí òè òåë, ïî ÿâ ëÿ åò ñÿ âîç -
ìîæ íîñòü áî ëåå ïî ëíî îá ú ÿñ íèòü ïðî èñ õî äÿ ùèå
ñî áû òèÿ â õî äå ðàç âè òèÿ ãó ìî ðàëü íî ãî èì ìóí íî ãî
îòâåòà íà áåëêîâûå àíòèãåíû.

Ðå çóëü òà òû íà øå ãî èñ ñëå äî âà íèÿ äå ìîíñòðè ðó -
þò òàê æå, íà ñêîëü êî âàæ íî îïðå äå ëÿòü àô ôèí íîñòü 
íå ìå íåå äâóõ âè äîâ àí òè òåë îä íîé ñïå öè ôè÷ íîñ òè, 
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Çíà ÷å íèÿ  êîí ñòàíò àô ôèí íîñ òè âû ñî êî- è íèç êî àô ôèí íûõ àí òè òåë ê ìè îã ëî áè íó â ñû âî ðîò êàõ ìû øåé ëè íèè BALB/c ÷å ðåç
10 ñóò ïî ñëå âíóò ðè âåí íîé èì ìó íè çà öèè ìû øåé ìè îã ëî áè íîì ëî øà äè

Èììóíèçàöèÿ K1 K2 A1/(A1 + A2), % A2/(A1+ A2), %

Îäíîêðàòíàÿ 
1,62×106

(±3,22×105)

1,17×104

(±9,49×102)
9,9 90,1

Äâóêðàòíàÿ 
8,74××106

(±2,17×106)

1,62×104

(±4,71×103)
33,3 66,7

Òðåõêðàòíàÿ 
1,23×107

(±1,37×106)

4,49×104

(±4,68×103)
46,5 53,5



êîã äà îíè ïðèñóòñòâóþò â ñìå ñè, à òàê æå íàõîäèòü
ñî îò íî øå íèå ìåæ äó êîí öåí òðà öè ÿ ìè ýòèõ àí òè òåë. 
Ïðåäñòàâëåííàÿ ðà áî òà ñâè äå ò åëüñòâó åò è î
çíà÷èìîñ òè ðàç ðà áî òàí íî ãî íà ìè ìå òî äà îöåí êè
àô ôèí íîñ òè âû ñî êî- è íèçêîàôôèííûõ àíòèòåë,
íàõîäÿùèõñÿ â ñìåñè â íåèçâåñòíûõ ïðîïîðöèÿõ.

S. A. Bobrovnik, M. A. Demchenko

Affinity maturation of antibodies in the course of humoral immune

response

Summary

The process of affinity maturation in the course of humoral immune
response of BALB/c mice against horse muscle myoglobin was
studied.  For this purpose we used the method of determination of
the affinity constants for high- and low-affinity antibodies, present
in the mixture.  Application of this method allowed us to determine
the main characteristics of humoral immune response change in the
course of the immune response against T-dependent protein
antigen. It was shown that the affinity of antibodies, their quantity,
and the proportion of high-affinity specific antibodies gradually
increased during immune response development.

Keywords: affinity, affinity maturation, non-linear regression.

Ñ. À. Áîá ðîâ íèê, Ì. Î. Äåì ÷åí êî 

Çì³íà àô³ííîñò³ àí òèò³ë ó õîä³ ðîç âèò êó ãó ìî ðàëü íî¿ ³ìóí íî¿

â³äïîâ³ä³

Ðå çþ ìå

Âèâ ÷à ëè ïðî öåñ àô³ííî ãî âèçð³âàí íÿ àí òèò³ë ïðè ðîç âèò êó ãó -
ìî ðàëü íî¿ ³ìóí íî¿ â³äïîâ³ä³ ó ìè øåé BALB/c íà ââåäåííÿ
ì³îãëîá³íó ì’ÿç³â êîíÿ. Äëÿ ïðî âå äåí íÿ öèõ äîñë³äæåíü âè êî -
ðèñ òà íî íî âèé ìå òîä âèç íà ÷åí íÿ àô³ííîñò³ âè ñî êî- ³ íèç ü êî -
àô³ííèõ àí òèò³ë, íàÿâíèõ ó ñóì³ø³. Çàñ òî ñó âàí íÿ öüî ãî
ìå òî äó äîç âî ëè ëî îäåð æà òè îñíîâí³ õà ðàê òå ðèñ òè êè ãó ìî -
ðàëü íî¿ ³ìóí íî¿ â³äïîâ³ä³ â õîä³ ¿¿ ðîç âèò êó íà Ò-çà ëåæíèé
á³ëêî âèé àí òè ãåí. Âñòà íîâ ëå íî, ùî àô³íí³ñòü àí òèò³ë, ¿õíÿ
ê³ëüê³ñòü, à òà êîæ ÷àñ òêà âè ñî êî àô³ííèõ ñïå öèô³÷íèõ àí -
òèò³ë ïî ñòó ïî âî çðîñ òà þòü ïðè ðîç âèò êó ³ìóí íî¿ â³äïîâ³ä³.

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: àô³íí³ñòü, âèçð³âàí íÿ àô³ííîñò³, íåë³í³éíà
ðåã ðåñ³ÿ.
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