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Количественный, быстрый и высокопроизводительный анализ иммуноглобулинов IgG и IgA 
необходим для определения содержания этих белков и ассоциированных с ними молекул в 
физиологических жидкостях больных. Анализ этих белков необходим при диагностике дефицита 
специфических антител в качестве вспомогательного теста для выявления общего вариабельного 
иммунодефицита, а также для оценки степени риска пациентов с низким уровнем IgA. Определение 
содержания IgG может помочь при назначении ревакцинации пациентам и поддержки стратегии 
их лечения, использоваться для мониторинга гуморальной иммунной системы пациента, а 
также при разработке и последующем производстве большинства терапевтических антител в 
биофармацевтике. Миниатюрные рекомбинантные однодоменные антитела (нанотела) обладают 
рядом преимуществ перед классическими антителами, таких как относительная простота их 
наработки, высокая стабильность в широком диапазоне значений температуры и рН, способность 
узнавать высокоспецифические конформационные эпитопы целевого белка, а также возможность 
использования их в качестве зондов для детекции более крупных целевых белков-антигенов в 
методе поляризации флуоресценции. Получены и охарактеризованы флуоресцентно-меченные 
нанотела FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА к IgG и IgA человека. Определены Kd комплексов FITC-anti-
IgG*IgG и FITC-anti-IgA*IgA, подтверждающие высокую аффинность иммунореагентов. Показана 
возможность специфичного определения содержания IgG и IgA в сыворотке крови человека в 
диапазоне 35–120 мкг/мл (для IgA) и 75–260 мкг/мл (для IgG). Протестированы 18 сывороток 
человека на содержание IgG и IgA, количество антител в образцах подтверждено определением с 
использованием коммерческих иммуноферментных наборов. Показано, что FITC-anti-IgG и FITC-anti-
IgА не взаимодействуют с другими белками человека: альбумином, плазминогеном, фибриногеном, 
лактоферрином и трансферрином. Тестирование сывороток человека и животных с FITC-anti-IgG 
и FITC-anti-IgА продемонстрировало специфичное связывание с антисыворотками человека и 
обезьяны, но не с сыворотками животных: быка, собаки, кошки, кролика и овцы. Таким образом, 
метод FPIA может быть использован для быстрого и специфичного определения IgG и IgA человека.

Ключевые слова: однодоменное антитело, нанотело, поляризационный флуоресцентный им- 
муноанализ, иммуноглобулины классов G и A
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Сокращения: Ab – антитело; IgG – иммуноглобулины класса G; IgA – иммуноглобулины класса А; FPIA – поляризационный 
флуоресцентный иммуноанализ; FP – поляризация флуоресценции; FITC – флуоресцеин-5-изотиоцианат; Nb – нанотело,  
или однодоменное антитело.
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ВВЕДЕНИЕ

Антитела (Ab) – это крупные глобулярные белки, 
секретируемые клетками иммунной системы ор- 
ганизма и предназначенные для нейтрализации 
чужеродных веществ, антигенов. Антитела обра- 
зуют целое белковое суперсемейство, их относят к  
различным классам или изотипам (IgA, IgG, IgD,  
IgE и IgM [1]), отличающимся между собой функ- 
циональными и структурными особенностями. 
Молекулы антител имеют Y-образную форму, на 
двух концах которой располагаются два одина- 
ковых сайта связывания антигенов. В состав 
антитела входят две тяжелые цепи и две легкие 
цепи (рис. 1). Антитела класса IgG представляют 
собой мономер с молекулярной массой ~146 кДа  
и концентрацией в сыворотке крови ~9.0 мг/мл [2].  
IgG синтезируется в основном при вторичном им- 
мунном ответе на антигены. IgG могут активировать 
классический путь системы комплемента, а также 
обладают высокой протективной активностью. 
IgG – это единственный иммуноглобулин, кото- 
рый проникает через плаценту, защищая новорож- 
денного от инфекционных заболеваний [3].

Антитела класса IgA представлены в двух раз- 
личных молекулярных структурах: мономерной 
(сывороточной) и димерной (секреторной). Сыво- 
роточный IgA имеет молекулярную массу 160 кДа  
и концентрацию в сыворотке крови ~3 мг/мл. Секре- 
торный IgA (sIgA) имеет молекулярную массу  
385 кДа и среднюю концентрацию в сыворотке 
крови 0.05 мг/мл. IgA – основное антитело, содер- 

жащееся в слюне, слезной жидкости, молозиве, вы- 
делениях из кишечника, в половых и дыхательных 
путях. Синтез и секреция IgA происходят в кишеч- 
нике, эпителии дыхательных путей, молочных же- 
лезах в период лактации и различных других экзо- 
кринных железах, таких как слюнные или слезные. 
Считается, что основная функциональная роль 
IgA-антител заключается в защите эпителиальных 
поверхностей от инфекционных агентов, тогда 
как IgG-антитела защищают внеклеточные прост- 
ранства внутренних тканей [4]. IgA предотвра- 
щают прикрепление бактерий или токсинов к 
эпителиальным клеткам, поглощение чужеродных 
веществ, обеспечивая таким образом первую 
линию защиты организма от широкого спектра 
патогенных микроорганизмов. 

Дефицит IgA – наиболее распространенный 
первичный иммунодефицит (~1 из 700 человек), 
характеризующийся сниженным количеством 
сывороточного IgA и сопутствующим отсутствием 
секреторного IgA. При этом уровни других им- 
муноглобулинов находятся в норме. Диагноз уста- 
навливается у лиц старше четырех лет, у которых 
уровень IgA в крови <7 мг/дл при нормальных 
уровнях IgG и IgM [5]. У лиц с выраженным де- 
фицитом IgA наблюдаются повторные приступы  
бактериальных, энтеровирусных или протозойных 
инфекций желудочно-кишечного тракта и дыха- 
тельных путей. Наиболее распространенными за- 
болеваниями, связанными с дефицитом IgA, 
оказываются рецидивирующие легочные инфек- 
ции [5]. Новорожденные младенцы особенно 

Рис. 1. Строение полноразмерных IgG, антител верблюда (HCAb) и рекомбинантных нанотел (VHH или Nb).
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уязвимы к инфицированию, поскольку ранее не 
подвергались воздействию микроорганизмов из  
окружающей среды. IgA выделяются с грудным 
молоком матери и, попадая в кишечник ново- 
рожденного, обеспечивают защиту от вновь встре- 
чающихся бактерий до тех пор, пока иммунная 
система младенца не сможет синтезировать свои 
собственные защитные антитела. 

Измерение концентраций IgG – это стандартный 
лабораторный тест [6]. Общий уровень IgG мо- 
жет зависеть от возраста пациентов, пола и места  
проживания [2]. Определение уровня антител необ- 
ходимо для диагностики дефицита антител под- 
класса IgG, помощи в диагностике дефицита спе- 
цифических антител, в качестве вспомогательного 
теста для диагностики общего вариабельного им- 
мунодефицита [7], а также для оценки степени 
риска у пациентов с низким уровнем IgA. Опре- 
деление концентрации IgG также может помочь 
определить стратегию ревакцинации и/или скор- 
ректировать протокол лечения пациентов [8, 9].  
В определенных обстоятельствах измерение IgG мо- 
жет использоваться для мониторинга гуморальной 
иммунной системы пациента [10]. IgG служит 
основным изотипом антител в крови и внекле- 
точной жидкости, в то время как IgA – основной 
изотип в секретах эпителия слизистой кишечника 
и дыхательных путей. 

Неуклонно растет применение биопрепаратов 
в различных областях медицины. Рынок био- 
препаратов составил 452.9 млрд долларов в 2023 г.  
и достигнет 823.4 млрд долларов к 2028 г. [11].  
В настоящее время гуманизированные монокло- 
нальные антитела широко применяются при лече- 
нии заболеваний, большинство из которых еще  
несколько десятков лет назад считались неизле- 
чимыми. Объем мирового рынка терапии анти- 
телами в 2023 г. составил 279.89 млрд долларов 
США, в 2024 г. – 313.47 млрд долларов США, и 
ожидается, что к 2034 г. он достигнет ~973.60 млрд 
долларов США [12]. Так же неуклонно растет и 
традиционное использование антител, например в 
иммуноферментном анализе [13, 14] и в иммуно- 
блоттинге белков [15]. Иммуногистохимия и им- 
мунофлуоресценция используют специфические 
антитела для обнаружения и маркировки белков 
в клетках и срезах тканей с последующей ре- 
гистрацией эти антител с помощью световой или  
флуоресцентной микроскопии [16]. Все эти техно- 

логии получили значительное развитие с появле- 
нием моноклональных антител, впервые описан- 
ных еще в 1975 г., которые могут быть произве- 
дены в практически неограниченном количестве.  
Молекулы IgG (моноклональные или поликло- 
нальные) служат основным агентом для всех ранее 
описанных технологий. Поэтому количественная 
оценка содержания антител очень важна как при  
диагностике заболеваний, так и для нужд биотех- 
нологии. В настоящее время известно несколько 
различных способов количественного определения 
антител: сорбция антител на колонке с белком А  
[17], метод биослойной интерферометрии [18],  
микроагглютинационный анализ [19] и иммуно- 
ферментный анализ [20]. Хотя все эти методы эф- 
фективны по-своему, у каждого есть недостатки 
либо в подготовке образца, либо в требованиях к 
оборудованию, либо во времени, необходимом для 
обработки результатов, что делает их применение 
не самым простым. Многоступенчатые протоколы 
с большим числом этапов очистки ограничивают 
масштабируемость метода ELISA. Другие доступ- 
ные методы либо не количественные, либо тре- 
буют специализированной аналитической лабора- 
торной платформы.

Известны простые в исполнении гомогенные 
методы анализа, в основе которых лежит метод 
резонансного переноса энергии флуоресценции 
(FRET) [21]. Метод FRET в сочетании с методом 
временного разрешения флуоресценции (TRF) поз- 
волил разработать гомогенную (HTRF) техно- 
логию и FRET с технологией PINCER [22]. Эти  
методы экспериментально достаточно просты и 
представляют собой анализы по типу смешал/изме- 
рил (mix-and-read assays). В данных технологиях 
используют пары меченых антител, специфичных 
к IgG. Аналитический сигнал регистрируется при 
сближении реагентов, причем метод не требует 
каких-либо этапов промывки [21, 22]. Однако не- 
обходимость использования двух меченых конъю- 
гатов вызывает дополнительные сложности. 

Альтернативный метод гомогенного анализа –  
метод поляризации флуоресценции (FP), исполь- 
зуемый для количественного обнаружения содер- 
жания белков, определения характера их взаимо- 
действий, вычисления кинетических параметров 
и т.д. [23, 24]. Этот гомогенный метод позволяет  
быстро и эффективно определять изменение сигнала 
поляризации флуоресценции при связывании флуо- 
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ресцентно-меченного низкомолекулярного анти- 
гена с мишенью (белками, антителами или клет- 
ками). Весомым преимуществом FP-анализа слу- 
жит возможность изучения взаимодействия ми- 
шень–лиганд в гомогенной среде, без разделения 
связанных и свободных форм реагентов, при этом 
необходима маркировка только лиганда, тогда как 
методы с применением FRET-технологии требуют 
маркировки как мишени, так и лиганда. Несмотря 
на то что FP имеет ряд преимуществ в исследовании 
взаимодействий лиганд–мишень, у него есть и  
недостатки, которые можно рассматривать как ог- 
раничения. Размер лиганда не может превышать  
3–4 кДа, а флуоресцентная метка фармакофора, 
связанная с его функциональной группой, первич- 
ной аминной, карбоксильной или сульфидной 
группами, может влиять на способность лиганда 
связываться с рецептором [25]. 

Определение концентраций высокомолеку- 
лярных веществ методом FPIА имеет ряд труд- 
ностей. Прогресс в этой области связан с получе- 
нием производных вариабельных доменов особых  
антител (HCAb), представляющих собой гомоди- 
мер укороченной тяжелой цепи белка при отсут- 
ствии легких цепей. Такие гомодимеры выявлены  
у представителей семейства Camelidae (Верблю- 
довые) и у некоторых видов хрящевых рыб [26].  
HCAb отличаются отсутствием доменов CH1 и ха- 
рактеристическими гидрофильными аминокис- 
лотными заменами в вариабельном VHH-домене, 
что приводит к невозможности присоединения 
легких цепей (рис. 1). Благодаря успехам в опреде- 
лении кристаллической структуры VHH-домена 
этих антител и демонстрации возможности иден- 
тификации, отбора и экспрессии домена VHH в 
гетерологичной системе [27–29] нанотела (Nbs), 
оказавшиеся адаптированной рекомбинантной 
версией VHH-домена, не только широко исполь- 
зуются в различных областях исследований, но 
и очень актуальны во многих терапевтических и 
диагностических приложениях [30, 31].

Ввиду своего небольшого размера Nb также 
могут быть помечены флуоресцентной меткой и ис- 
пользованы в качестве распознающих реагентов 
в неконкурентном FP-анализе. Изучение исполь- 
зования нанотел в FP-анализе показало, что такие 
форматы анализа могут успешно применяться  
для диагностики заболеваний и обнаружения 
белков [23, 30].

Рекомбинантные VHH-нанотела мономерны 
и имеют небольшой размер (12–20 кДа в зави- 
симости от добавленных аминокислотных после- 
довательностей, доменов, тагов, линкеров). В 
комплексе с антигенными белками эти фрагменты 
антител демонстрируют Kd в нано- и пикомолярном 
диапазоне, сравнимые с соответствующими моно- 
клональными антителами. Таким образом, неболь- 
шой размер нанотел не оказывает отрицательного 
влияния на их аффинность [23, 31, 32]. Nbs де- 
монстрируют высокую стабильность при воздейст- 
вии высоких температур в течение длительного 
времени и способны повторно сворачиваться 
после денатурации [33, 34]. Еще одним преиму- 
ществом Nbs служит то, что их легче производить, 
и они дешевле, чем стандартные моноклональные 
антитела, и, наконец, они хорошо экспрессируются 
в бактериальных системах [34]. Уникальная особен- 
ность нанотел – наличие паратопов, способных 
связываться с такими частями антигенных белков, 
которые часто недоступны для традиционных 
моноклональных антител [35, 36] (рис. 1). Благо- 
даря уникальным характеристикам и преиму- 
ществам по сравнению с обычными моноклональ- 
ными антителами, ведется множество исследова- 
ний и разработок по применению Nbs в диагностике  
рака [26] и инфекционных болезней [26, 37], молеку- 
лярной визуализации, терапии болезней [38], для 
быстрой и масштабируемой очистки белковых 
комплексов [39]. Все эти характеристики в сово- 
купности делают VHH идеальными кандидатами 
для определения концентраций различных анти- 
генов с высокой чувствительностью и специфич- 
ностью.

В данной работе предпринята попытка оценить  
возможность специфичного и чувствительного 
определения концентраций IgG и IgA с использо- 
ванием рекомбинантных однодоменных миниатюр- 
ных нанотел верблюда методом поляризацион- 
ного флуоресцентного иммуноанализа (FPIA) в 
физиологических жидкостях организма человека. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Применение рекомбинантных нанотел верблюда  
в иммуноанализе открывает возможности высоко- 
специфичного определения концентрации белков  
в физиологических жидкостях человека. Ранее 
были получены нанотела против IgG и IgA чело- 
века [40, 41]. Скрининг этих антител вызывает инте- 
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рес при диагностике заболеваний, планировании 
вакцинации и лечении болезней. В данной работе 
мы получили очищенные и охарактеризованные 
FITC-меченные конъюгаты Nbs к IgG (FITC-anti-
IgG) и IgA (FITC-anti-IgA). 

Ранее полученные нанотела (Е6, или anti-IgG,  
и Е7, или anti-IgА) в уже традиционном адапти- 
рованном формате (VHH-линкер-НА-таг-His-таг)  
были наработаны в периплазме бактерий, аффинно  
очищены с помощью металл-хелатной хромато- 
графии на Ni2+-NTA-агарозе, сконцентрированы, 
переведены в стандартный 50 мМ фосфатный 
буфер, содержащий 0.14 М NaCl рН 7.4 (PBS), и 
проверены с помощью электрофореза в 14%-ном  
SDS-ПААГ, как описано ранее [40, 41]. На рис. 2  
можно видеть, что нанотела выделены в высоко- 
очищенном виде. 

ность Nbs при длине волны максимального погло- 
щения белка (280 нм), εNb – молярный коэффи- 
циент экстинкции нанотел anti-IgG и anti-IgA при 
длине волны 280 нм; εFITC – мольный коэффициент 
экстинкции FITC при длине волны максимума 
поглощения; C – коррекционный коэффициент для 
флуоресцеина при длине волны 280 нм (c = 0.35).

Соотношение anti-IgG (anti-IgA)/FITC состав- 
ляло ~ 1 : 1, оно оказалось оптимальным, поскольку  
дальнейшее увеличение соотношения белок/краси- 
тель не приводило к увеличению флуоресцентного 
сигнала.

Для разработки эффективных диагностических 
систем необходимо, чтобы между мишенью и  
распознающим элементом осуществлялось высо- 
коаффинное взаимодействие [37]. Важной характе- 
ристикой служит Kd флуоресцентно-меченного 
нанотела с целевым белком, в данном случае 
антитела человека IgG и IgA. Гомогенный метод 
FPIA позволяет вычислить Kd в системе антиген/
антитело в растворе, и полученные значения могут 
существенно отличаться от Kd, полученных в ге- 
терогенной системе.

Для разработки FPIA-метода определения кон- 
центраций антител человека IgG и IgA были по- 
добраны минимальные концентрации FITC-anti- 
IgG и FITC-anti-IgA, которые позволяют детекти- 
ровать оптимальный сигнал интенсивности флуо- 
ресценции и стабильное значение FP. Оптималь- 
ное соотношение сигнал/шум для FITC-anti-IgG 
и FITC-anti-IgA определяли при превышении фо- 
нового сигнала в 10–20 раз. При этом концентра- 
ции флуоресцентно-меченных нанотел находи- 
лась в интервале 2.5–5 нМ [37]. Для флуорес- 
центно-меченных антител FITC-anti-IgG и FITC-
anti-IgA сигнал FP составлял 155 ± 1 и 165 ± 1 (mP)  
соответственно. При добавлении IgG и IgA к ра- 
бочим растворам FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgA  
до конечных концентраций 15 мкг/мл величины 
сигналов FP увеличивались, что свидетельствовало 
об образовании комплексов IgG*FITC-anti-IgG и 
IgA*FITC-anti-IgA. При перекрестном смешивании 
раствора FITC-anti-IgG с антителом IgA и раствора 
FITC-anti-IgA с раствором антитела IgG увеличения 
FP не наблюдалось, что свидетельствует о специ- 
фичности нанотел anti-IgG и anti-IgA к IgG и IgA 

Рис. 2. Фракционирование в 14%-ном SDS-ПААГ 
выделенных адаптированных однодоменных антител 
(VHH-линкер-HA-таг-His-таг), узнающих IgG или 
IgA. М – белковый маркер (Bio-Rad, 161-0374).

Получение флуоресцентно-меченных нанотел 
(FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА) описано ниже. 
Соотношение белок/флуоресцеин anti-IgG(IgA)/
FITC определяли спектрофотометрически в PBS 
(pH 7.4) по уравнению (1):

Nb/FITC =
A492εNb

(A280 – CA492)εFITC

,                      (1)

где A492 – оптическая плотность раствора FITC- 
anti-IgG(anti-IgA) при длине волны 492 нм макси- 
мального поглощения FITC; A280 – оптическая плот- 
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соответственно (рис. 3). Время установления рав- 
новесия при взаимодействии соответствующих 
флуоресцентно-меченных нанотел с IgG и IgA сос- 
тавило всего 2 мин. Величины FP были стабильны 
в течение часа. Кроме того, мы изучили взаимо- 
действие FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА с другими 
белками человека, как входящими в состав мат- 
рицы физиологических жидкостей, так и с белками,  
которые часто используются для приготовления 
буферных растворов и которые потенциально 
могут влиять на значение сигнала FP и на точ- 
ность анализа. Мы исследовали специфичность 
связывания нанотел FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА 
с лактоферрином человека (HLF), сывороточным 
альбумином быка (BSA) и человека (HSA), лизо- 
цимом человека (HLYZ), фибриногеном и плаз- 
миногеном человека в неконкурентном FPIA. К  
растворам нанотел FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgA  
с концентрацией 2.0 нМ добавляли вышепере- 
численные белки с концентрацией 1 мг/мл в PBS 
и измеряли сигнал поляризации флуоресценции 
через 5–10 мин инкубации. При этом изменения 
сигнала FP практически не наблюдалось (данные 
не представлены) [42], что свидетельствует о вы- 
сокой аффинности используемых нанотел FITC- 
anti-IgG и FITC-anti-IgA к IgG и IgA соответственно.

На рис. 4 представлены результаты изменение 
сигнала FP при связывании FITC-anti-IgG и FITC-
anti-IgA с IgG и IgA соответственно в различных 
концентрациях. С увеличением концентрации IgG 
и IgA величины FP-сигналов при взаимодействии 
с рабочими растворами FITC-anti-IgG и FITC-anti-

IgA увеличиваются. Как видно из представленного 
рисунка, изменение поляризации флуоресценции 
(ΔmP) составило ~40 ед., данная величина была 
получена благодаря применению миниатюрных 
рекомбинантных нанотел, имеющих небольшие 
молекулярные массы ~20 кДа. Kd комплексов 
IgG*FITC-anti-IgG и IgА*FITC-anti-IgA оценивали, 
как описано в работе [37].

Известно, что количество связанной фракции 
напрямую зависит от сигнала поляризации флуо- 
ресценции. Уравнение взаимодействия антител с 
флуоресцентно-меченным нанотелом (2) выглядит 
следующим образом:

IgG + FITC-anti-IgG → IgG * FITC-anti-IgG.        (2)
Долю связанного IgG в комплексе с флуорес- 

центным конъюгатом оценивали по формуле (3):

Fbound = [FITC-anti-IgG]T

mP – mPfree

(mPbound – Q.mP) + (mP – mPfree)
= 

.

[IgG * FITC-anti-IgG] , (3)

где mP – измеряемый сигнал FP, mPfree – поляриза- 
ция свободного нанотела FITC-anti-IgG, mPbound –  
поляризация нанотела при полном связывании с 
целевыми антителами. 

По графику зависимости Fbound от концентрации 
антител вычисляли величины Kd по уравнению (4) 
(SigmaPlot 11, SysStart, США):

Fbound = [FITC-anti-IgG]T

[IgG * FITC-anti-IgG]
=

a –    a2 – 4[IgG]T[FITC-anti-IgG]T

2[FITC-anti-IgG]
, (4)

где а = Kd + [IgG]T + [FITC-anti-IgG]T. Для FITC-anti- 
IgA и FITC-anti-IgG величины Kd составили 15.0 ±  
1.0 и 41.3 ± 2.9 нМ. Антитела FITC-anti-IgA и FITC- 

Рис. 3. Изменение сигнала поляризации флуорес- 
ценции при связывании конъюгатов FITC-anti-IgG и 
FITC-anti-IgA 2.0 нМ c IgG и IgA человека. Конечные 
концентрации IgG и IgA – 80 мкг/мл, PBS; 25°С.

Рис. 4. Изменение связанной доли (Fbound) флуорес- 
центно-меченных конъюгатов FITC-anti-IgG (кривая 
1, 2 нМ) и FITC-anti-IgА (кривая 2, 2 нМ) от кон- 
центраций IgG и IgA человека. PBS; 25°С. 
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anti-IgG имеют достаточно низкие Kd, что свиде- 
тельствует о высокоаффинном связывании с 
соответствующими антителами.

Далее была изучена возможность определения 
антител человека по изменению сигнала FP (ΔmP) 
при взаимодействии FITC-anti-IgG и FITC-anti-
IgА с антисыворотками человека и животных. На 
рис. 5 представлены результаты эксперимента, 
из которых видно, что флуоресцентно-меченные 
нанотела одинаково эффективно связываются 
с антисыворотками человека и обезьяны, что, 
вероятно, обусловлено близостью строения этих 
антител. Однако данные конъюгаты не показали 
существенного изменения сигнала FP при свя- 
зывании с сыворотками быка, собаки, кошки, 
кролика и овцы. Эти результаты свидетельствуют 
о высокой специфичности связывания полученных 
конъюгатов с антителами человека. 

личном соотношении. В этих образцах были опре- 
делены концентрации IgG и IgA с использова- 
нием нанотел FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА соот- 
ветственно. Результаты представлены в табл. 1. 

Как видно из приведенных в табл. 1 данных, 
процент открытия IgG и IgA составляет 93–105%, 
что свидетельствует о возможности определения 
двух антител в реальных образцах. 

Метод был апробирован на сыворотках здоро- 
вых доноров. Если результаты анализа выходили за 
пределы калибровочной зависимости, образцы под- 
вергали дополнительному разведению. В табл. 2  
представлены результаты определения антител в 
этих сыворотках методом FPIA.

В тех же образцах было определено содержание 
IgG и IgA методом иммуноферментного анализа 
коммерческими наборами IgG-ELISA и IgA-ELISA 
(ХЕМА, Россия). Эксперименты проводили по 
рекомендациям производителя, образцы сыво- 
ротки предварительно разбавляли в 5000 раз бу- 
фером из набора. Калибровочные кривые для оп- 
ределения IgG и IgA методом ELISA представлены 
на рис. 7. Вычисленные по этим зависимостям 
концентрации IgG и IgA в сыворотках здоровых 
доноров приведены в табл. 2.

Сравнение результатов определения антител 
IgG и IgA методами FPIA и ELISA представлены 
на рис. 8. Как видно из приведенных данных, 
результаты определения антител методом FPIA и 
ELISA хорошо коррелируют между собой. 

Рис. 5. Изменение сигнала FP при связывании FITC-
anti-IgG и FITC-anti-IgA (2.0 нМ) с сыворотками крови 
животных и человека.

Для установления возможности определения 
содержания антител человека в его сыворотке 
первоначально были построены калибровочные 
кривые зависимости концентрации антител от  
изменения сигнала FP (рис. 6). Области опреде- 
ления антител составили 35–120 мкг/мл для IgA 
и 75–260 мкг/мл для IgG. 

Первоначально анализ антител был апробиро- 
ван методом “введено/найдено” в буферной сис- 
теме. Были приготовлены два образца в PBS с из- 
вестными концентрациями IgG и IgA при их раз- 

Рис. 6. Линейные диапазоны калибровочных зави- 
симостей для определения концентраций IgG (кривая 
1) и IgA (кривая 2) методом FPIA; PBS; 25°.
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Таблица 1. Результаты определения концентраций IgG и IgA методом “введено/найдено” FPIA

Образец Введено, мг/мл Найдено, мг/мл Открытие, %

1
IgG 8.0 8.2 ± 0.1 102
IgA 2.0 2.1 ± 0.2 105

2
IgG 9.0 9.3 ± 0.1 103
IgA 1.5 1.4 ± 0.1 93

Таблица 2. Сравнение данных определения концентраций IgG и IgA в сыворотках крови человека методами 
FPIA и ELISA (n = 2)

Образец
IgA, мг/мл IgG, мг/мл

ELISA FPIA ELISA FPIA
1 1.83 ± 0.04 1.9 ± 0.1 10.4 ± 0.1 11.0 ± 0.5
2 2.12 ± 0.01 2.0 ± 0.2 11.2 ± 0.3 11.8 ± 0.3
3 1.31 ± 0.03 1.5 ± 0.1 13.0 ± 0.1 13.7 ± 0.2
4 1.69 ± 0.05 1.8 ± 0.3 11.2 ± 0.3 10.2 ± 0.5
5 1.29 ± 0.06 1.6 ± 0.1 12.5 ± 0.1 11.2 ± 0.6
6 1.42 ± 0.03 1.3 ± 0.2 14.9 ± 0.2 16.0 ± 0.4
7 1.64 ± 0.05 1.7 ± 0.1 13.4 ± 0.4 13.0 ± 0.3
8 0.91 ± 0.03 1.1 ± 0.1 10.6 ± 0.2 11.1 ± 0.2
9 1.51 ± 0.02 1.6 ± 0.1 11.3 ± 0.7 10.3 ± 0.6
10 2.31 ± 0.01 2.5 ± 0.2 12.8 ± 0.7 13.2 ± 0.3
11 2.14 ± 0.05 2.0 ± 0.3 13.1 ± 0.1 12.9 ± 0.2
12 1.65 ± 0.04 1.8 ± 0.2 11.5 ± 0.3 10.5 ± 0.4
13 1.78 ± 0.08 1.5 ± 0.1 13.5 ± 0.3 15.3 ± 0.2
14 0.93 ± 0.04 1.2 ± 0.1 12.3 ± 0.8 13.0 ± 0.6
15 1.41 ± 0.04 1.3 ± 0.2 11.2 ± 0.1 12.2 ± 0.4
16 1.93 ± 0.10 1.9 ± 0.3 12.0 ± 0.5 12.8 ± 0.5
17 1.75 ± 0.09 1.8 ± 0.3 11.8 ± 0.6 10.8 ± 0.3
18 1.95 ± 0.08 2.0 ± 0.1 10.1 ± 0.3 12.1 ± 0.4

Рис. 7. Калибровочные кривые определения концентраций IgG (a) и IgA (б) методом ELISA, n = 2; (а): y = (0.08 ± 0.03) +  
(0.08 ± 0.01)x, R2 = 0.98; (б): y = (0.14 ± 0.03) + (0.62 ± 0.03)x, R2 = 0.99.

(а) (б)
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Таким образом, в данной работе была изучена 
аффинность меченых антител FITC-anti-IgG и 
FITC-anti-IgA в отношении IgG и IgA в растворе и 
показана возможность их применения для прямого 
обнаружения антител в сыворотке крови человека 
методом FPIA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. FITC (флуоресцеин-5-изотиоциа- 
нат, изомер 1, Sigma, США), клоны-продуценты 
нанотел верблюда против антител человека IgG и  
IgA anti-IgG (20.1 кДа) и anti-IgA (20.0 кДа) соот- 
ветственно (предоставлены соавтором статьи Тил- 
либом С.В.), лактоферрин человека (HLF), holo- и 
apo-трансферрины человека, hTF и aTF, бычий 
сывороточный альбумин (BSA), сывороточный 
альбумин человека (HSA), лизоцим человека 
(HLYZ) (Sigma-Aldrich, США). Сыворотки быка, 
примата, собаки, кошки и кролика предоставлены 
НВО “Иммунотех” (Москва, Россия). Сыворотки 
18 здоровых мужчин-добровольцев 18–30 лет по- 
лучены из Гематологического научного центра, 
станция переливания крови (Москва, Россия). 

Получение и характеристика флуоресцентно-
меченных нанотел против IgG (anti-IgG) и IgA 
(anti-IgА). Ранее полученные нанотела (Е6, или anti- 
IgG, и Е7, или anti-IgА) в адаптированном формате 
(VHH-линкерНА-таг-His-таг) были наработаны 
в периплазме бактерий, аффинно очищены с по- 
мощью металл-хелатной хроматографии на Ni2+- 
NTA-агарозе, как описано ранее [40, 41]. Полу- 
ченные нанотела anti-IgG (10 мг/мл) и anti-IgА  
(8.5 мг/мл) в имидазольном буфере первоначально 

были переведены в PBS на фильтрах фирмы 
Amicon® Ultra 0.5 мл (3 кДа) с низкой сорбцией 
белка. Затем получали их конъюгаты с FITC, как  
описано в работе [23], с некоторыми модифика- 
циями. К 100 мкл нанотел с концентрацией 1 мг/мл  
(50 мкМ) anti-IgG и anti-IgА в PBS добавляли 
10 мкл FITC в 0.1 М карбонатном буфере (рН 9)  
до конечной концентрации 250 мкМ и выдержи- 
вали 2 ч при комнатной температуре. Избыток 
не вступившего в реакцию FITC удаляли ультра- 
фильтрацией реакционных смесей на центри- 
фуге (9000 g, 10 мин) через фильтры фирмы 
Amicon®Ultra 0.5 мл с низкой сорбцией белка 
и фильтром 3 кДа, процедуру выполняли не- 
сколько раз до уменьшения оптической плот- 
ности раствора при λ492 до фоновых значений. 
Полученные конъюгаты FITC-anti-IgG и FITC-
anti-IgА характеризовали по содержанию белка  
и по степени модификации аминогрупп спектро- 
фотометрически [23]. Концентрации антител  
определяли с использованием расчетных коэф- 
фициентов экстинкции ε280 = 27 790 M–1cм–1  
и 27 220 M–1cм–1 для anti-IgG и anti-IgA соответ- 
ственно. Молярный коэффициент экстинкции  
FITC ε495 = 73 000 M–1cм–1.

Соотношение белок/флуоресцеин anti-IgG(IgA)/
FITC определяли по спектрам поглощения флуо- 
ресцентно-меченных антител в PBS по уравне- 
нию (1).

Нанотела с флуоресцентной меткой, FITC-anti-
IgG и FITC-anti-IgA, были получены нами в трех 
независимых экспериментах, вариация сигнала FP 
для этих конъюгатов не превышала 10%.

Рис. 8. Сравнение определения концентраций IgG и IgA в сыворотке здоровых доноров методами FPIA и ELISA;  
(а): y = 2.23 + 0.81x, R2 = 0.85; (б): y = 0.35 + 0.82x, R2 = 0.84.

(б)(а)
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Неконкурентный FPIA выполняли на порта- 
тивном флуориметре Sentry-200 (Ellie, США, 
λex/λem = 495/530 нм), как описано в работе [23]. 
Готовили растворы флуоресцентно-меченных 
нанотел FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА в PBS так,  
чтобы интенсивность флуоресценции растворов 
не превышала 200 000 ед. В пробирку из борси- 
ликатного стекла (10 × 75 мм) помещали 960 мкл  
рабочего раствора флуоресцентно-меченных нано- 
тел, добавляли 40 мкл стандартного раствора IgG  
или IgA различных концентраций (0–10 мг/мл) и  
определяли изменение сигнала FP (mP) и интен- 
сивность исследуемого раствора после 30 мин ин- 
кубации при комнатной температуре. По полу- 
ченным зависимостям вычисляли Kd комплексов 
FITC-anti-IgG*IgG и FITC-anti-IgА*IgA. 

Специфичность конъюгатов FITC-anti-IgG и 
FITC-anti-IgА. Перекрестные реакции FITC-anti-
IgG и FITC-anti-IgA с другими белками определяли 
по изменению значения FP при добавлении к  
960 мкл 2.5 нМ раствору флуоресцентно-мечен- 
ных нанотел FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА 40 мкл 
стандартных BSA, HSA, aTF и hTf, HLF, лизоцима 
человека HLYS, плазминогена и фибриногена че- 
ловека. Концентрации стандартных растворов 
реагентов составляли 1 мг/мл. Каждый экспери- 
мент выполняли в двух повторах и трех аппаратных 
измерениях.

Тестирование нанотел FITC-anti-IgG и FITC-
anti-IgА с сыворотками различных животных и 
человека. К 1 мл растворов нанотел FITC-anti-IgG 
и FITC-anti-IgА добавляли по 2 мкл тестируемых 
сывороток человека, быка, обезьяны, собаки, 
кошки и кролика. Растворы инкубировали 10 мин 
и измеряли сигнал поляризации флуоресценции. 
Каждый эксперимент выполняли в двух повторах 
и трех аппаратных измерениях.

Определение концентраций IgG и IgA в сы- 
воротке здоровых доноров методом FPIA. Уровни  
антител IgG и IgA определяли в 18 образцах сыво- 
ротки здоровых доноров, как описано выше. К 
960 мкл растворов флуоресцентно-меченных 
нанотел FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА в PBS с кон- 
центрацией 2.5 нМ добавляли 40 мкл предва- 
рительно разбавленных образцов, для определения 
IgG плазму предварительно разбавляли в 70 раз, а 
для IgA – в 30 раз.

Иммуноферментный метод определения 
(ELISA) IgG и IgA человека проводили с исполь- 
зованием набора IgG-ELISA и IgA-ELISA (ХЕМА, 
Россия) согласно инструкции производителя. 
Поглощение измеряли при длине волны 450 нм, 
используя микропланшетный фотометр Bio-Rad 
680 (Bio-Rad Laboratories, Inc., США). 

Статистическая обработка данных. Все экспе- 
рименты проводили в трех повторах и трех аппарат- 
ных измерениях. Статистическую обработку дан- 
ных осуществляли с помощью программного обес- 
печения Sigma plot 11 (Systat Software Inc., США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение флуоресцентно-меченных нанотел  
в поляризационном флуоресцентном иммуноана- 
лизе значительно расширило его применение, 
позволив количественно определять высокомо- 
лекулярные антигены. В данной работе получены 
и охарактеризованы флуоресцентно-меченные 
конъюгаты нанотел, FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА,  
к IgG и IgA человека. Вычисленные Kd комплек- 
сов FITC-anti-IgG*IgG и FITC-anti-IgA*IgA сос- 
тавили 15.0 ± 1.0 и 41.3 ± 2.9 нМ, что свидетельствует 
о высокоаффинном взаимодействии иммуно- 
реагентов. Показано, что конъюгаты FITC-anti-IgG 
и FITC-anti-IgА не взаимодействуют с другими 
белками человека: альбумином, плазминогеном, 
фибриногеном, лактоферрином и трансферрином, 
что свидетельствует о высокой специфичности 
полученных нанотел к целевым антителам IgG и 
IgA. FITC-anti-IgG и FITC-anti-IgА демонстрируют 
связывание с антисыворотками человека и обезь- 
яны, но не с сыворотками животных: быка, собаки,  
кошки, кролика и овцы. Подобран формат FPIA  
и оптимизирован анализ двух видов иммуногло- 
булинов человека – IgG и IgA. Показана воз- 
можность количественного определения содер- 
жания IgG и IgA в образцах сывороток крови че- 
ловека с использованием конъюгатов FITC-anti-
IgG и FITC-anti-IgА. Результаты тестирование сы- 
вороток человека подтверждены коммерческими 
наборами для иммуноферментного анализа. Таким 
образом, метод FPIA может быть использован для 
определения IgG и IgA человека.
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Quantitative, rapid and high-throughput analysis of IgG and IgA immunoglobulins is necessary to deter-
mine the content of these proteins and their associated molecules in the patient’s physiological fluids. The 
analysis of these proteins is necessary in the diagnosis of specific antibody deficiency as an auxiliary test 
for the detection of general variable immunodeficiency, as well as for risk stratification of patients with 
low IgA levels. IgG content determination can help in prescribing revaccination to patients and suppor- 
ting their treatment strategy, can be used to monitor the patient's humoral immune system, as well as in the 
development and subsequent production of most therapeutic antibodies in biopharmaceuticals. Miniature 
recombinant single-domain antibodies (nanobodies) have a number of advantages over classical antibodies, 
such as their relative simplicity of operation, high stability over a wide range of temperature and pH values, 
the ability to recognize highly specific conformational epitopes of the target protein, as well as the pos-
sibility of using them as probes for detecting larger target antigen proteins in the fluorescence polarization 
method. Fluorescently labeled FITC-anti-IgG and FITC-anti-IgA nanobodies to human IgG and IgA were 
obtained and characterized. The Kd values of the FITC-anti-IgG*IgG and FITC-anti-IgA*IgA complexes 
were determined, they confirmed the high affinity of the immunoreagents. The possibility of specifically 
determining IgG and IgA levels in human serum in the range of 35–120 μg/mL (for IgA) and 75–260 μg/mL  
(for IgG) was demonstrated. Eighteen human sera were tested for IgG and IgA levels, and the content of 
antibodies in the samples was confirmed using commercial enzyme immunoassay kits. FITC-anti-IgG and 
FITC-anti-IgA did not interact with other human proteins: albumin, plasminogen, fibrinogen, lactoferrin, 
and transferrin. Testing of human and animal sera by FITC-anti-IgG and FITC-anti-IgA demonstrated 
specific binding to human and monkey antisera, but not to animal sera: bovine, canine, feline, rabbit, and 
sheep. Thus, the FPIA method can be used for the rapid and specific determination of human IgG and IgA.
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