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Цель. Соз да ние би о аф фин но го со рбен та на осно ве ори ен ти ро ван но им мо би ли зо ван но го бел ка А Sta-
phylococcus aureus (SPA) че рез два цел лю ло зос вя зы ва ю щих до ме на (СBD) Clostridium thermocellum  и его
при ме не ние для очис тки ан ти тел. Ме то ды. С ис поль зо ва ни ем по сле до ва тель нос тей ДНК, кодирующих 
SPA и два СBD, ско нстру и ро ван ген слит но го бел ка SPA-CBD2 и об ес пе че но его по лу че ние в рас тво ри -
мой фор ме экс прес си ей в клет ках Escherichia coli. Це ле вой бе лок им мо би ли зо ва ли ме то дом би о аф фин -
но го свя зыв ния на мик рок рис тал ли чес кой цел лю ло зе. Ре зуль та ты. Уста нов ле ны та кие ха рактери-
сти ки би о аф фин но го со рбен та, как ем кость (1 мг SPA-CBD2 /1 мл цел лю ло зи), ди на ми чес кая ем кость (3 
мг им му ног ло бу ли нов мыши/1 мл со рбен та) и про дук тив ность, а так же по ка за на его ста биль ность при 
дол гос роч ном хра не нии. С по мощью би о аф фин но го со рбен та вы де ле ны фрак ции им му ног ло бу ли нов с
чис то той бо лее 95 %. Опре де ле но, что очи щен ные та ким спо со бом ан ти те ла с вы со кой чу встви тель -
нос тью вы яв ля ют со от ве тству ю щие ан ти ге ны. Вы во ды. Пред ло жен ный би о аф фин ный со рбент по -
зво ля ет по лу чать очи щен ные функ ци о наль но ак тив ные поли- и мо нок ло наль ные ан ти те ла, а так же
про во дить фрак ци о ни ро ва ние на под клас сы им му ног ло бу ли нов G мыши.

Клю че вые сло ва: ан ти те ла, бе лок А, цел лю ло зос вя зы ва ю щий до мен, им мо би ли за ция бел ка, аф фин ная
хро ма тог ра фия.

Введение. В на сто я щее вре мя ан ти те ла ши ро ко при- 
ме ня ют в би о ме ди цин ской прак ти ке и в фун да мен -
таль ных ис сле до ва ни ях. Для по лу че ния зна чи тель -
ных ко ли честв ан ти тел с вы со кой сте пенью чис то -
ты, как пра ви ло, ис поль зу ют ком би на ции от дель-
ных ме то дов, в час тнос ти, пре ци пи та цию эта но лом 
и раз лич ные виды хро ма тог ра фии: ио но об мен ную,
гид ро фоб ных вза и мо де йствий, ме талл-аф фин ную
[1]. Одна ко эти ме то ды не спе ци фи чес кие, к тому
же при ме не ние не ко то рых из них при во дит к ча-
стич ной по те ре функ ци о наль ной ак тив нос ти ан ти -

тел. Вы со коп ро дук тив ным спо со бом по лу чения ан-
ти тел яв ля ет ся аф фин ная хро ма тог ра фия с ис поль-
зо ва ни ем со рбен тов на осно ве им мо би ли зо ван ных
им му ног ло бу лин свя зы ва ю щих бел ков, в час тнос -
ти, ре ком би нан тно го бел ка A Staphylococcus aureus
(SPA). Этот ме тод ши ро ко при ме ня ют для по лу че -
ния фрак ций очи щен ных ан ти тел из куль ту раль -
ных и ас цит ных жид кос тей, сы во ро ток кро ви, а
так же для им му но сор бции ау то ан ти тел и цир ку ли -
ру ю щих им мун ных ком плек сов из плаз мы кро ви
боль ных [2–4]. 

Осо бен нос тью стро е ния SPA, об ес пе чи ва ю щей
спе ци фи чес кое свя зы ва ние с IgG раз ных ви дов жи -

141

ISSN 0233–7657. Biopolymers and Cell. 2012. Vol. 28. N 2. P. 141–148

  Institute of Molecular Biology and Genetics, NAS of Ukraine, 2012 



142

ГОР БА ТЮК О. Б. И ДР.

вот ных и че ло ве ка, яв ля ет ся на ли чие в его со ста ве
пя ти до ме нов (E, D, A, B, C), каж дый из ко то рых
спо со бен спе ци фи чес ки вза и мо де йство вать с Fc-
фраг мен та ми ан ти тел [5]. Одна мо ле ку ла SPA мо -
жет свя зы вать не ме нее двух мо ле кул IgG. Нес мот -
ря на то, что для очис тки ан ти тел при ме ня ют аль -
терна тив ные низ ко мо ле ку ляр ные син те ти чес кие
лиган ды, об ла да ю щие не ко то рой се лек тив нос тью к 
IgG, сте пень их очис тки зна чи тель но ни же, чем при 
ис поль зо ва нии SPА. Ни один из из вес тных низ ко-
моле ку ляр ных ли ган дов не об ес пе чи ва ет та кой уни-
вер саль нос ти при очис тке ан ти тел, как SPA [6].

Пре и му щес тва ми SPA как би о ли ган да в би о тех-
но ло гии яв ля ют ся его кон фор ма ци он ная стой кость
к де йствию фи зи ко-хи ми чес ких фак то ров и про те -
аз, со хра не ние функ ци о наль ных свойств в ши ро -
ком ди а па зо не рН (2,0–11,0), воз мож ность ре на ту -
ра ции по сле об ра бот ки де на ту ри ру ю щи ми рас тво -
ра ми мо че ви ны или гу а ни дин гид рох ло ри да, а так-
же от су тствие в его со ста ве остат ков цис те и на, что
зна чи тель но упро ща ет вы де ле ние и очис тку SPA
[7]. Кро ме то го, вы со кое сро дство к Fc-фраг мен там
ан ти тел и ста биль ность в срав не нии с дру ги ми им -
му ног ло бу лин свя зы ва ю щи ми бел ка ми, ис пользу е -
мы ми в би о тех но ло гии (бе лок G ро да Streptococcus
и бе лок L Peptostreptococcus magnus), по зво ля ют
по зи ци о ни ро вать SPA как эф фек тив ный ли ганд для 
очис тки ан ти тел в усло ви ях ла бо ра то рии и в про -
мыш лен ных мас шта бах [3, 8].

При со зда нии аф фин ных со рбен тов при ме ня ют
раз ные стра те гии им мо би ли за ции бел ко вых ли ган -
дов, в час тнос ти SPA, на хро ма тог ра фи чес ких мат -
ри цах. Клас си чес ким ме то дом яв ля ет ся не пря мая
иммо би ли за ция на хи ми чес ки ак ти ви ро ван ных мат-
ри цах (ак ти ва ция бром ци а ном, кар бо нил ди и мида -
золом, N-гид рок си сук ци ни ми дом). Одна ко ис поль-
зо ва ние та ких мат риц в ря де слу ча ев при во дит к не -
спе ци фи чес кой им мо би ли за ции ли ган да и час тич -
ной по те ре его функ ци о наль ной ак тив нос ти [9].
Кро ме то го, спрос на со рбен ты по до бно го ти па ог-
ра ни чи ва ет ся их вы со кой се бес то и мос тью.

Альтернативой им мо би ли за ции на хи ми чес ки
акти ви ро ван ных мат ри цах яв ля ет ся ген но-ин же нер-
ное вве де ние в со став по сле до ва тель нос ти SPA в ка-
чес тве бел ка-пар тне ра цел лю ло зос вя зы ва ю ще го до-
ме на CBD (CBD – Cellulose Binding Domain) из цел -

лю ло зо ли ти чес ко го ком плек са Clostridium thermo-
cellum, спо соб но го спе ци фи чес ки вза и мо де йство -
вать с угле вод ным осто вом цел лю ло зы. Это об ес пе-
чи ва ет ори ен ти ро ван ную им мо би ли за цию бел ка на
мат ри це и экс по ни ро ва ние ак тив ных цен тров свя зы -
ва ния в по ло же ние, опти маль ное для вза и мо дейст-
вия с им му ног ло бу ли на ми [10, 11]. В ре зуль та те уда-
ет ся об ойти труд нос ти, воз ни ка ю щие при ис поль зо -
ва нии хи ми чес ки ак ти ви ро ван ных мат риц.

В ра бо те опи са но по лу че ние би о аф фин но го сор-
бен та на осно ве ори ен ти ро ван но им мо би ли зо ван но-
го SPA при по мо щи двух цел лю ло зос вя зы ва ю щих
до ме нов и его ис поль зо ва ние для очис тки ан ти тел.

Ма те ри а лы и ме то ды. Исполь зо ва ли штам мы
Escherichia coli XL1-bluе, BL21 (DE3) и плаз мид -
ные век то ры pJET1.2 («Fermentas», Лит ва), pGEM-
11Zf («Promega», США), рET-24 («Novagen», США).

Пос ле до ва тель нос ти оли го нук ле о ти дов для амп-
ли фи ка ции ДНК SPA и CBD (Gene Bank Acession N
X68233) рас счи ты ва ли с по мощью про грам мы «Vec-
tor NTI» («Invitrogen», США) по го мо ло гии с из-
вес тной нук ле о тидной по сле до ва тель нос тью, пред -
став лен ной в ба зе данных GenBank BLAST На ци о -
наль но го цен тра би о тех но ло ги чес кой ин фор ма ции
(NCBI). Оли го нук ле о ти ды син те зи ро ва ны фир мой
«Син тол» (РФ). 

Ко нстру и ро ва ние век то ра экс прес сии рET-24-
SPA-СBD2. Для по лу че ния ген но-ин же нер но го тан-
де ма «CBD-CBD» ис поль зо ва ли плаз ми ду pCBD,
лю без но пред остав лен ную для ис сле до ва ний про -
фес со ром Я. Шо ха мом (Изра иль). ПЦР-ам пли фи -
ка цию по сле до ва тель нос ти «CBD-CBD» про во ди -
ли с при ме не ни ем двух пар спе ци фи чес ких прай ме -
ров: 1) sn1: 5'-CATGCGGCCGCAGGCGGTGTCCG
AAGGCGGTGGCAGCGAAGGTGGCGGCGCAAA
TACACCGGTATCAGG-3', asn2: 5'-GTGGGATCC
GGGTTCTTTACCCCATACAAGAACAC-3'; 2) sn3: 
5'-CATGGATCCGGCGGTGGCTCCGAAGGCGGT 
GGCAGCGAAGGTGGCGGCGCAAATACACCGG
TATCAGG-3', asn4: 5'-GTGCTCGAGGGGTTCTTT
ACCCCATACAAGAACAC-3'.

С по мощью пер вой па ры прай ме ров в со став
ДНК од но го CBD вво ди ли по сле до ва тель ность лин-
кера «-Gly3-Ser-Glu-Gly3-Ser-Glu-Gly3-» и сай ты ре-
стрик ции BamHI на 5'-кон це и XhoI – на 3'- кон це:
ПЦР-про дукт 1. Исполь зуя вто рую па ру, в со став



дру го го CBD встра и ва ли ту же по сле до ва тель ность 
лин ке ра, а так же сай ты узна ва ния эн до нук ле аз рест-
рик ции NotI на 5'-кон це и BamHI – на 3'-кон це:
ПЦР-про дукт 2. ПЦР-про дук ты 1 и 2 (534 п. н. каж -
дый) гид ро ли зо ва ли со от ве тству ю щими рес трик -
та за ми и кло ни ро ва ли в плаз мид ный век тор pGEM-
11Zf с по лу че ни ем плаз ми ды pGEM-11Zf (CBD2),
гид ро ли зу е мой в даль ней шем рес трик та за ми NotI и 
XhoI для по лу че ния фраг мен та CBD-CBD. Пос лед-
ний ли ги ро ва ли с плаз мид ным век то ром для экс прес-
сии рET24 и ко нстру и ро ва ния плаз ми ды pET-24-
СBD2.

ДНК-по сле до ва тель ность SPA ам пли фи ци ро ва-
ли из хро мо сом ной ДНК S. aureus. 

Для про ве де ния ПЦР ис поль зо ва ли па ру прай -
ме ров: Sn-SPА: 5'-ATCATATGGCGCAACACGAT
GAAGCTCAAC-3' и Asn-SPА: 5'-ATGCGGCCGC
TTCCTCTTTTGGTGC-3', с по мощью ко то рых в со-
став по сле до ва тель нос ти SPA вво ди ли сай ты рест- 
рик ции NdeI и NotI.

Очи щен ный про дукт ам пли фи ка ции SPA (~880 п. 
н.) суб кло ни ро ва ли в плаз мид ный век тор рET-24-
СBD2, ко то рым транс фор ми ро ва ли клет ки E. coli
штам ма BL21 (DE3).

Син тез SPA-CBD2. Ре ком би нан тный SPA-CBD2

экспрес си ро ва ли в клет ках E. coli со глас но мо ди фи-
ци ро ван но му про то ко лу ау то ин дук ции [12]. Ло ка -
ли за цию SPA-CBD2 опре де ля ли раз де ле ни ем раст-
во ри мой и не рас тво ри мой фрак ций бел ков клет ки в 
12 %-м ДСН-ПААГ [13].

Анализ свя зы ва ния SPA-CBD2 с раз лич ны ми ти-
па ми по ли са ха рид ных мат риц. Для свя зы ва ния с
фиб рил ляр ны ми цел лю ло за ми (СFI, СFII), мик ро-
крис тал ли чес кой гра ну ляр ной цел лю ло зой (СС31)
(«Whatman», Ве ли коб ри та ния) и хи ти ном («New
England BioLabs», Ве ли коб ри та ния) алик во ты SPA-
CBD2 (100 мкг) ин ку би ро ва ли в те че ние 1 ч с вы -
ше у ка зан ны ми мат рицами (20 мкл), осаж да ли цент-
ри фу ги ро ва ни ем, про мы ва ли дис тил ли ро ван ной во- 
дой и ана ли зи ро ва ли в 12 %-м ДСН-ПААГ.

Для по лу че ния би о аф фин но го со рбен та SPA-
CBD2 им мо би ли зо ва ли на мик рок рис тал ли чес кой
цел лю ло зе СС31. За тем со рбент от мы ва ли от не спе-
ци фи чес ки свя зав ших ся бел ков бу фе ром (500 мМ
NaCl, 1 мМ ЭДТА, 20 мМ трис-HCl, рН 8,0) и хра ни-
ли при тем пе ра ту ре 4 °С в 20 %-м рас тво ре эта но ла.

Очис тка по лик ло наль ных ан ти тел с ис поль зо -
ванием би о а фин но го со рбен та. На хро ма тог ра фи -
чес кую ко лон ку, со дер жа щую 1 мл би о аф фин но го
со рбен та, урав но ве шен но го бу фе ром PBS (50 мМ
Na2HPO4, 150 мМ NaCl, рН 8,0), на но си ли раз бав -
лен ные тем же бу фе ром сы во рот ки кро ви им му ни -
зи ро ван ных мы шей. Ско рость по то ка бу фе ра рав на 
0,5 мл/мин. Сор бент про мы ва ли бу фе ром PBS, свя -
зан ные ан ти те ла элю и ро ва ли 0,1 М Na-цит рат ным
бу фе ром, рН 3,8. Чис то ту элю и ро ван ных ан ти тел
ана ли зи ро ва ли элек тро фо ре зом в 12 %-м ДСН-
ПААГ.

ELISA. Антиген rhIFN-α2b (ре ком би нан тный
ин тер фе рон че ло ве ка α2b), пред остав лен ный НПК
«Фар мБи о тек» (Укра и на) им мо би ли зо ва ли в лун ках 
по лис ти ро ло во го план ше та (10 мкг/мл) («Nunc»,
Дания). Пос ле бло ки ро ва ния мест не спе ци фи чес ко-
го свя зы ва ния в лун ки вно си ли пред ва ри тель но очи- 
щен ные на би о аф фин ном со рбен те по лик ло наль -
ные ан ти те ла к rhIFN-α2b и ин ку би ро ва ли в те че-
ние 1 ч при тем пе ра ту ре 37 °С. Иммун ные ком плек -
сы де тек ти ро ва ли с по мощью вто рич ных ан ти мы -
ши ных ан ти тел («ИМТЕК», РФ), конъ ю ги ро ван -
ных с пе рок си да зой хре на. В ка чес тве хро моген но -
го суб стра та ис поль зо ва ли рас твор ТМВ («Sigma»,
США). Ста тис ти чес кую об ра бот ку ре зуль та тов про-
во ди ли с при ме не ни ем па ке та про грамм «Origin»7.0.

При ме не ние би о аф фин но го со рбен та для фрак -
ци о ни ро ва ния IgG мы ши. Хро ма тог ра фи ческую
ко лон ку, со дер жа щую 1 мл би о аф фин но го со рбен та, 
при со е ди ня ли к ав то ма ти зи ро ван ной сис те ме FPLC
(«Pharmacia», США). Урав но ве ши ва ли бу фе ром
для на не се ния (1,5 M гли цин, 3 M NaCl, pH 8,9) и на -
но си ли сы во рот ки кро ви мы шей, раз бав лен ные тем
же бу фе ром. Ско рость по то ка бу фе ра со став ля ет
0,5 мл/мин. Сор бент про мы ва ли бу фе ром для на не -
се ния до вы хо да пе ра са мо пис ца на изо ли нию. Свя -
зан ные ан ти те ла элю и ро ва ли с ис поль зо ва ни ем бу -
фер ных рас тво ров: 0,1 M Na-фос фат, pH 6,0; 0,1 M
Na-цит рат, pH 4,5 и 0,1 M Na-цит рат, pH 3,5. Чис -
тоту и кон цен тра цию по лу чен ных в ре зуль та те
элю ци и ан ти тел ана ли зи ро ва ли элек тро фо ре зом в
12 %- м ДСН-ПААГ. 

Для опре де ле ния изо ти пов IgG ис поль зо ва ли
на бор IsoQuick Kit for Mouse Monoconal Isotyping
(«Sigma»).
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Ре зуль та ты и об суж де ние. Извес тно, что кри -
те ри ем, опре де ля ю щим ем кость со рбен та, яв ля ет ся 
плот ность по сад ки ли ган да на мат ри це. При этом
дина ми чес кая ем кость со рбен та об услов ле на ори ен- 
та ци ей ли ган да и дос туп нос тью его ак тив но го цен -
тра. По э то му на и бо лее це ле со об раз но про во дить
пря мую им мо би ли за цию ли ган да. Основ ной спо-
соб осу ще ствле ния та кой им мо би ли за ции – это вве-
де ние на ген ном уров не в со став бел ка-ли ган да до-
ба воч ной ти ог ру пы или адап тер ной мо ле ку лы [14,
15].

В дан ной ра бо те для им мо би ли за ции SPA ис -
поль зо ван адап тер ный бе лок CBD, вы де ле ный из
цел лю ло зо ли ти чес ко го ком плек са C. thermocellum,
об ес пе чи ва ю щий аф фин ное свя зы ва ние бел ка на
по ли са ха рид ной мат ри це [10]. Для по лу че ния ген-
но-ин же нер ным ме то дом слит но го бел ка SPA-CBD2

про ве ден ин те рак тив ный диз айн в со от ве тствии с
осо бен нос тя ми струк ту ры бел ков-пар тне ров и то -
по ло ги ей их ак тив ных цен тров [16, 17]. Определе -
но, что опти маль ным яв ля ет ся диз айн хи мерного
белка, в ко то ром на N-кон це на хо дит ся SPA, а на
С-кон це – два CBD, со е ди нен ных меж ду со бой гиб -
ки ми лин кер ны ми по сле до ва тельностями: «-Gly3-
Ser-Glu-Gly3-Ser-Glu-Gly3-». Та кое вза и мо рас по-
ло же ние об ес пе чи ва ет про стра нствен ную дос туп -
ность им му ног ло бу лин свя зы ва ю щих цен тров SPA
для вза и мо де йствия с Fc-до ме на ми ан ти тел. Вве де -
ние в со став ре ком би нан тно го бел ка не од но го, а
двух по сле до ва тель нос тей CBD об услов ле но не об-
хо ди мос тью уси ле ния аф фин нос ти свя зы ва ния ре -
ком би нан тно го бел ка SPA-CBD2 с цел лю ло зой [18].
Для про ве де ния хро ма тог ра фи чес кой очис тки SPA-

CBD2 в его со став вве де на С-кон це вая по сле до ва тель -
ность оли го гис ти ди но вой мет ки 6His-tag (рис. 1, а).

Для со зда ния ре ком би нан тно го бел ка SPA-CBD2

ДНК-по сле до ва тель ность, ко ди ру ю щую SPA, амп-
лифи ци ро ва ли с хро мо сом ной ДНК S. aureus. Раз -
мер амплифи ци ро ван но го фраг мен та ДНК со став-
ляет 880 п. н., что от ве ча ет ами но кис лот ной после -
до ва тель нос ти пя ти до мен но го SPA. Сек ве ни ро ва -
ние вы я ви ло его по лное со от ве тствие по сле до ва -
тель ности SPA, пред став лен ной в ба зе дан ных Gen- 
Bank (Accession N EU695225.1) NCBI. По лу чен ную 
по сле до ва тель ность ДНК, ко ди ру ю щую SPA, суб -
кло ни ро ва ли в плаз мид ный век тор рET-24-CBD2,
ко то рым транс фор ми ро ва ли E. coli штам ма BL21
(DE3). Важ но от ме тить, что по лу чен ный на ми про -
ду цент ре ком би нан тно го бел ка SPA-CBD2 (E. coli
штам ма BL21 (DE3)) был дос та точ но ста биль ным
при дли тель ном хра не нии (не ме нее од но го го да).

Бе лок SPA-CBD2 получен бак те ри аль ной экс-
пре сси ей по мо ди фи ци ро ван но му про то ко лу ау то -
ин дук ции. Уста нов ле но, что SPA-СBD2 на кап ли ва -
ет ся в ци топ лаз ме в рас тво ри мом ви де  (рис. 1, б).
Уро вень его экс прес сии  со став ля ет ~ 0,5 г/л (рис. 1, 
б) куль ту ры E. coli, что по чти в 80 раз вы ше, чем в
ра бо те Шо се е ва и др. [19]. По ре зуль та там свя зы ва -
ния СBD с цел лю ло зой и SPA с им му ног ло бу ли на -
ми по ка за но функ ци о наль ную ак тив ность об оих
бел ков-пар тне ров SPA-CBD2.

Сле ду ю щим эта пом на шей ра бо ты стал вы бор
хро ма тог ра фи чес кой мат ри цы для со зда ния би о аф -
финно го со рбен та. Пос коль ку СBD об ла да ет аффин- 
нос тью к цел лю ло зе, для ана ли за свя зы ва ния ис -
поль зо ва ли раз ные ти пы цел лю лоз (мик рок рис тал -
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NdeI NotI BamHI 6 His-tag

Рис. 1. Схе ма ти чес кое изо бра жен ние кас -
се ты для экс прес сии ре ком би нан тно го
слит но го бел ка SPA-CBD2 (а) и элек тро -
фо рег рам ма ли за тов кле ток E. coli, в ко то -
рых ин ду ци ро ва ли син тез SPA-CBD2 (б:
1 – сум мар ный ли зат бел ков кле ток про ду -
цен та; 2 – фрак ция не рас тво ри мых бел ков
клет ки; 3 – фрак ция рас тво ри мых бел ков
клет ки; 4 – бел ки – мар ке ры мо ле ку ляр ной 
мас сы). На до рож ки на не се но по 20 мкл
куль ту ры



ли чес кую и фиб рил ляр ную), а так же хи тин. Про-
ве ден ные экс пе ри мен ты по свя зы ва нию по ка за ли,
что ем кость SPA-СBD2 для этих со рбен тов ко леб -
лет ся в ди а па зо не от 0,4 (для CFI) до 1,2–1,5 мг/мл
(для CC31 и хи ти на) (рис. 2). Исхо дя из это го для
по лу че ния би о аф фин но го со рбен та SPA-СBD2 им -
мо би ли зо ва ли на цел лю ло зе CC31 и хи ти не.

Из ли те ра ту ры из вес тно, что в ре зуль та те аф -
фин но го вза и мо де йствия CBD с цел лю ло зою фор -
ми ру ет ся ста биль ный ком плекс. Это про ис хо дит
всле дствие гид ро фоб ных вза и мо де йствий не ко то -
рых ами но кис лот ных остат ков до ме на с угле во до -

род ным осто вом цел лю лоз ной мат ри цы [17]. Ра нее
по ка за но, что одним из не дос тат ков би о аф фин но го
ме то да им мо би ли за ции гиб рид но го бел ка на но си -
те ле яв ля ет ся час тич ная дис со ци а ция ком плек са в
кис лых усло ви ях (рН 3,0) и ее уси ле ние при даль -
ней шем по ни же нии рН до 2,0. Пос лед нее при во дит
к сни же нию чис то ты ко неч но го про дук та и су жа ет
ди а па зон воз мож ных усло вий элю ции [11]. Для ре -
ше ния этой про бле мы в со став гиб рид но го бел ка
SPA-CBD2 вве ли ген но-ин же нер ный тан дем CBD-
CBD, что по зво ли ло уси лить его свя зыв ние на мат -
ри це [18].

Да лее нуж но бы ло опре де лить усло вия элю ции, 
об ес пе чи ва ю щие се лек тив ную дис со ци а цию ан ти -
тел и вмес те с тем не вы зы ва ю щие сте ка ния ли ган -
да. При этом ис поль зо ва ли сле ду ю щие рас тво ры
для элю ции: 0,1 М гли цин, рН 3,0;  0,1 М Na-цит -
рат ный бу фер, рН 3,8 и 2 М ар ги нин, рН 4,3 [20].
Пос ле элек тро фо ре ти чес ко го раз де ле ния по лу чен -
ных элю а тов уста нов ле но, что толь ко 2 М ар ги нин
вы зы ва ет зна чи тель ное сте ка ние им мо би ли зо ван -
но го SPA-CBD2 в элю ат. При ис поль зо ва нии гли ци -
но во го и цит рат но го бу фе ров ко неч ный про дукт
по лнос тью элю и ру ет ся с вы со кой сте пенью чис то -
ты. Исхо дя из это го по сле ду ю щие очис тки про во-
ди ли с по мощью цит рат но го бу фе ра, рН 3,8 (рис. 3).

По лу чен ный би о а фин ный со рбент ис поль зо ва -
ли при очис тке ан ти тел из сы во ро ток кро ви и ас -
цит ных жид кос тей мы шей (дан ные не при ве де ны).
Для это го в ана ли ти чес кую ко лон ку об ъ е мом 1 мл
вно си ли 3 мл 30 %-й сус пен зии СС31-SPA-СBD2. 
Пос ле урав но ве ши ва ния со рбен та фос фат но-со ле-
вым бу фе ром на но си ли раз ве ден ные сы во рот ки им-
му ни зо ван ных ре ком би нан тным IFN-α2b мы шей,
от мы ва ли от не спе ци фи чес ки свя зав ших ся бел ков
и элю и ро ва ли ан ти те ла Na-цит рат ным бу фе ром, рН 
3,8. В ре зуль тае по лу че ны IgG с вы со кой сте пенью
чис то ты (бо лее 95 %) (рис. 4). Ди на ми чес кую ем -
кость би о аф фин ной ко лон ки по свя зы ва нию ан ти -
тел на хо ди ли, опре де ляя кон цен тра цию очи щен -
ных ан ти тел. Уста нов ле но, что она со став ля ет 3 мг
мы ши ных ан ти тел на 1 мл осаж ден но го би о аф фин -
но го со рбен та. Так же по ка за на не из мен ность функ -
ци о наль ных ха рак те рис тик би о аффин но го со рбен та 
при хра не нии его на про тя же нии не ме нее од но го го -
да при тем пе ра ту ре 4 °С и воз мож ность по втор но го
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Рис. 2. Элек тро фо рег рам ма SPA-CBD2 по сле свя зы ва ния с раз -
лич ны ми ти па ми по ли са ха рид ных мат риц: 1 – бел ки – мар ке ры
мо ле ку ляр ной мас сы; 2, 3 – фиб рил ляр ная цел лю ло за CFI и CFII
со от ве тствен но; 4 – мик рок рис тал ли чес кая цел лю ло за СС31; 5 –
хи тин. На до рож ки на не се но по 3 мкл со рбен та

1 2 3 4

70 →

кДа

55 →

35→

25 →

← Тяжелые цепи
иммуноглобулинов

← Легкие цепи
иммуноглобулинов

Рис. 3. Элек то ро фо рег рам ма фрак ций ан ти тел, очи щен ных на био-
аффин ном со рбен те, по лу чен ных при элю ции бу фер ны ми рас тво -
ра ми с раз ны ми зна че ни я ми рН: 1 – бел ки – мар ке ры мо ле ку ляр -
ной мас сы; 2 – элю ция Na-цит рат ным бу фе ром, рН 3,8; 3 – элю ция 
гли ци но вым бу фе ром, рН 3,0; 4 – элю ция 2 М ар ги ни ном, рН 4,3



ис поль зо ва ния для не сколь ких цик лов очис тки ан ти -
тел без сни же ния ди на ми чес кой ем кос ти.

Изу че ние фор ми ро ва ния ком плек са бел ка А с
им му ног ло бу ли на ми по ка за ло, что глав ную роль в
свя зы ва нии SPA с IgG иг ра ют гид ро фоб ные вза и -
мо де йствия меж ду α-спи ралью І SPA и Fc-до ме на -

ми IgG (бо лее 80% сво бод ной энер гии свя зы ва ния), 
в то вре мя как се лек тив ность SPA к раз ным под -
клас сам IgG опре де ля ют элек тро ста ти чес кие вза и -
мо де йствия меж ду α-спи ралью ІІ SPA и Fc-до ме на -
ми IgG (20 %) [21]. По э то му при ме не ние бу фер ных
рас тво ров с вы со кой кон цен тра ци ей со ли для по -
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Рис. 4. Очис тка по лик ло наль ных ан ти тел про тив IFN-α2b че ло ве ка из сы во ро ток кро ви им му ни зо ван ных мы шей на би о аф фин ном сор-
бен те: а – хро ма тог рам ма (1 – на не се ние бел ков сы во ро ток кро ви им му ни зи ро ван ных мы шей; 2 – бел ки, уда ля е мые при про мы ва нии со -
рбен та; 3 – элю ция свя зан ных ан ти тел); б – элек тро фо рег рам ма фрак ций бел ков (1 – на не се ние бел ков сы во ро ток кро ви им му ни зо ван -
ных мы шей; 2 – бел ки, уда ля е мые при про мы ва нии со рбен та; 3 – хро ма тог ра фи чес ки очи щен ная фрак ция по лик ло наль ных ан ти тел про -
тив IFN-α2b че ло ве ка; 4 – мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы)
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Рис. 5. Фрак ци о ни ро ва ние под клас сов IgG мыши на би о аф фин ном со рбен те: а – хро ма тог рам ма (1 – на не се ние бел ков сы во ро ток кро -
ви; 2 – бел ки, уда ля е мые при промы ва нии со рбен та бу фе ром; 3–5 – элюция свя зан ных ан ти тел бу фер ны ми рас тво ра ми, со дер жа щи ми
0,1 M Na-фос фат, pH 6,0 (3); 0,1 M Na-цит рат, pH 4,5 (4) и 0,1 M Na-цит рат, pH 3,5 (5)); б – элек тро фо рег рам ма фрак ций бел ков (1 – на не -
се ние бел ков сы во ро ток кро ви им му ни зо ван ных мы шей; 2–4 – очи щен ные фрак ция ан ти тел, по лу чен ные  в ре зуль та те гра ди ен тной
элю ции; 5 – бел ки – мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы)



сад ки IgG на ко лон ку спо со бству ет их бо лее пол-
но му свя зы ва нию с SPA. Сле ду ет от ме тить, что с
со рбен тов на осно ве SPA IgG  элю и ру ют ся в бо лее
мяг ких усло ви ях, не же ли при исполь зо ва нии дру-
гих аф фин ных со рбен тов (на при мер, со рбен ты с им- 
мо би ли зо ван ным бел ком G). Это об ес пе чи ва ет по-
лу че ние чис тых фрак ций им му ног ло бу ли нов без су- 
щес твен ной по те ри их функ ци о наль ной ак тив нос ти. 
Исхо дя из то го, что SPA име ет раз ную аф фин ность к 
опре де лен ным изо ти пам мы ши ных IgG, по след ние
фрак ци о ни ро ва ли на под клас сы в ре зуль та те по оче -
ред но го сни же ния ве ли чи ны рН элю и ру ю ще го бу -
фе ра: IgG1 элю и ро ва ли при pH 6,0; IgG-2a – pH 4,5;
IgG-2b – pH 3,5 (рис. 5). На ли чие в элю а тах пре и му -
щес твен но опре делен ных под клас сов IgG мы ши
подтвер жда ли, исполь зуя IsoQuick Kit for Mouse
Monoconal Isotyping. Так же из вес тно, что че ло ве -
чес кие IgG1, IgG2, IgG4 вза и мо де йству ют с SPA с
кон стан той аф фин нос ти КА = 108  М–1, в то вре мя как 
IgG3 де мо нстрируют сла бое свя зы ва ние с SPA. Это
по зво ля ет вы делить IgG3 сре ди осталь ных под клас -
сов им му ног ло бу ли нов G че ло ве ка.

Вы во ды. По лу чен ные ре зуль та ты сви де тель-
ству ют о пер спек тив нос ти ис поль зо ва ния сконст-
ру и ро ван но го на ми би о аф фин но го со рбен та для
вы со ко эф фек тив ной очис тки и фрак ци о ни ро ва ния
по ли- и мо нок ло наль ных ан ти тел из слож ных би о -
ло ги чес ких сме сей в усло ви ях ла бо ра то рии. Очи -
щен ные на би о аф фин ном со рбен те ан ти те ла ока за -
лись ста биль ны ми при хра не нии и дос та точ но чув-

стви тель ны ми при де тек ции со от ве тству ю щих ан -
ти ге нов ме то дом ELISA (рис. 6). Кро ме то го, цел лю -
ло за – не до ро гой и дос туп ный ма те ри ал, не требу-
ющий до пол ни тель ных хи ми чес ких мо ди фи ка ций,
что слу жит еще одним под твер жде ни ем пра виль но-
сти вы бран но го на прав ле ния ис сле до ва ний. 
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Sammary

Aim. The obtaining of bioaffinity sorbent based on the immobilized pro-
tein A of S. aureus (SPA) using two cellulose-binding domains (CBD),
and its application for purification of antibodies. Methods. The DNA
sequences encoding SPA and two CBD were genetically fused, expres-
sed in the high-productive Escherichia coli system and the protein
SPA-CBD2 was obtained in a soluble form. The SPA-CBD2 fusion pro-
tein was affinity immobilized on the microcrystalline cellulose. Re-
sults. Capacity of bioaffinity sorbent (1 mg SPA-CBD2/1 ml CC31-cel-
lulose), dynamic capacity (3 mg mouse IgG/1 ml bioaffinity sorbent),
efficiency and stability during prolonged storage were determined.
The bioffinity sorbent was used for purification of antibodies. The pu-
rity of antibodies in eluted fractions was more than 95 %.   The purified
antibodies detected target antigens with a high sensitivity. Conclu-
sions. The designed bioaffinity sorbent provides obtaining pure poly-
and monoclonal antibodies in functionally active form and can be use-
ful for the fractionation of mouse immunoglobulin G.

Keywords: antibodies, protein A, cellulose-binding domain, pro-
tein immobilization, affinity chromatography.

О. Б. Гор ба тюк, М. В. Ца пен ко, М. В. Пав ло ва, О. В. Окунєв, 
В. А. Кор дюм

Біоаффінний со рбент на основі  іммобілізо ва но го білка
А Staphylococcus aureus: ство рен ня і ви ко рис тан ня

Ре зю ме

Мета. Ство рен ня біоафінно го со рбен та на основі орієнто ва но
іммобілізо ва но го білка А Staphylococcus aureus (SPA) че рез два це -
лю ло зоз в’я зу валь них до ме ни (СBD) Clostridium thermocellum та
його за сто су ван ня для очи щен ня ан титіл. Ме то ди. З ви ко рис -
тан ням послідов нос тей ДНК, ко ду ю чих SPA і два СBD, ско нстру -
йо ва но ген зли то го білка SPA-CBD2 та за без пе че но його отри-
ман ня в роз чинній формі експресією у кліти нах Escherichia coli.
Цільо вий білок іммобілізо ва но ме то дом біоафінно го зв’я зу ван ня
на мікрок рис талічній це лю лозі. Ре зуль та ти. Вста нов ле но такі
ха рак те рис ти ки біоафінно го со рбен та, як ємність (1 мг SPA-
CBD2/1 мл це лю ло зи), ди намічна ємність (3 мг іму ног ло булінів ми-
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Рис. 6. Кри вая свя зы ва ния очи щен ных на би о аф фин ном со рбен те
по лик ло наль ных ан ти тел с rhIFN-α2b ан ти ге ном при ис поль зо ва -
нии ме то да ELISA (М ± m; n = 3)



ші/1 мл со рбен та) і продук тивність, а та кож по ка за но його
стабільність при три ва ло му зберіганні. За до по мо гою біоафінно го 
со рбен та виділено фракції іму ног ло булінів з чис то тою по над 95 %. 
Виз на че но, що очи щені у та кий спосіб ан титіла з ви со кою чут -
ливістю ви яв ля ють відповідні ан ти ге ни. Вис нов ки. Зап ро по но ва -
ний біоафінний со рбент доз во ляє от ри му ва ти очи щені функ-
ціональ но ак тивні полі- і мо нок ло нальні анттіла, а та кож про во -
ди ти фракціону ван ня на підкла си іму ног ло булінів G миші.

Клю чові сло ва: ан титіла, білок А, це лю ло зоз в’я зу валь ний до -
мен, іммобілізація білка, афінна хро ма тог рафія.
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