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ПОЛУЧЕНИЕ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ
СПЕЦИФИЧНЫХ ЭСТРАДИОЛУ

Бермухаметов Ж.Ж.

В современном мире гормональные стимуляторы роста применяют не
только для терапевтических целей, но также при выращивании животных и
птиц с целью стимуляции их роста и развития. Наряду с их выраженной
способностью увеличивать привес мышечной массы, стимуляторы роста
кумулируют  в продовольственном сырье и пищевых продуктах.
Синтетические гормоны, в отличие от природных аналогов более устойчивы,
плохо метаболизируются и скапливаются в организме животных в
значительных количествах, мигрируя  по пищевой цепи в продукты питания.
Снизить риск загрязнения продовольственного сырья гормональными
стимуляторами можно только при эффективной системе контроля.
Вследствие этого к методам массового контроля вредных соединений в сырье
и продуктах животного происхождения предъявляются жесткие требования -
они должны обеспечивать высокую чувствительность, селективность
определения, достоверность и воспроизводимость получаемых результатов.
Этим свойствам соответствует иммуноферментный анализ (ИФА), который
широко используются современной мировой практике для детекции
эстрадиола в продуктах. Одним из основных реагентов при постановке ИФА
в составе этих тестов являются специфические антитела. При этом получение
специфических иммуноглобулинов к эстрадиолу остается
трудновыполнимой задачей, поскольку при использовании его в качестве
антигена в чистом виде он не вызывают иммунного ответа.

Целью настоящей работы было получение поликлональных антител к
гаптену эстрадиол 17β.

В процессе работы были использованы: β-Estradiol 6-(O-carboxy-
ethyl)oxime:BSA (Sigma), Estradiol-OVA (Cusabio), бычий сывороточный
альбумин «BSA» (Sigma), овальбумин «OVA» (Sigma), Anti-17β-Estradiol
antibody produced in rabbit (Sigma).

Иммунизация животных. Кроликов иммунизировали препаратом β-
Estradiol 6-(O-carboxyethyl)oxime: BSA (Sigma) в концентрации 0,2 мг/мл в
фосфатно-солевом растворе (ФСР, рН 7,2) с адъювантом Фрейнда в
соотношении 1:1.  До начала иммунизации проводили отбор проб крови (по 2
мл), с последующим анализом преиммунной сыворотки на кросс-реакцию с
препаратом конъюгата. Антиген вводили подкожно, в несколько точек,



пятикратно с интервалом между 1 и 2 иммунизацией 20 суток, далее 10
суток.

Тестирование полученных сывороток. Тестирование полученных
сывороток  на наличие специфических антител проводили  в непрямом
варианте твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА). Для
проведения ИФА ячейки 96-луночного полистиролового планшета для
иммунологических реакций сенсибилизировали гетерологичным конъюгатом
Estradiol-OVA (Cusabio) на Фосфатно солевом растворе(ФСР), рН 7,2 в
концентрации 1мкг/мл, при 4°С в течение ночи. После инкубаций планшеты
отмывали ФСР с 0,05% твин-20. В лунки планшета вносили сыворотку крови
кроликов в разведениях и инкубировали при 37°С в течение 1 часа. Затем
планшет отмывали описанным выше способом и вносили антивидовые
антитела Anti-rabbit, меченные пероксидазой хрена в разведении(1:10000).
После инкубации (1ч, 37°С) повторяли процедуру отмывки для удаления
несвязанных продуктов реакций и в лунки вносили по 0,1мл субстрата
фермента: тетраметилбензидин (ТМБ). Планшет инкубировали 10-15 минут
при комнатной температуре. Останавливали реакцию добавлением 0,05мл
стоп реагента (0,5М р-р серной кислоты). Положительная реакция
характеризуется окрашиванием раствора субстрата в лимонно-желто цвет.  В
качестве отрицательного контроля использовали сыворотку крови кроликов
перед имунизацией. В качестве положительного контроля использовали
коммерческую сыворотку крови кроликов Anti-17β-Estradiol antibody
produced in rabbit (Sigma). Результаты ИФА учитывали с помощью
спектрофотометра с вертикальным потоком света при длине волны 450 нм.

Выделение и очистка иммуноглобулинов. Выделение
иммуноглобулинов проводили методом сульфат-аммонийного высаливания.
Для этого к сыворотке прибавляли равный объем полунасыщенного раствора
сульфата аммония и инкубировали, мягко перемешивая 16 часов при
температуре 4°С. Обессоливание проводили на колонке РD-10 (Supelco)
содержащей сефадекс G-25 согласно наставления к применению.

Через семь дней после окончания иммунизаций  кроликов препаратом
β-Estradiol 6-(O-carboxyethyl)oxime: BSA (Sigma) отбирали препаративное
количество сыворотки, проводили выделение и очистку иммуноглобуллинов,
тестировали на гетерологичный конъюгат, а также на белок носитель.
Результаты проведенных исследовании занесены в таблицу.

Анализируя полученные данные можно сказать, что при тестировании
проб сывороток крови на гетерологичный конъюгат Estradiol-OVA титр
антител составил 1:12800.

Таблица – Титр антител в непрямом ИФА
Пробы Антиген

Estradiol-OVA
(Cusabio)

BSA
(Sigma)

ОVА
(Sigma)

Сыворотка №1
(нативная)

1:12800 1:3200 1:800

Сыворотка №2 1:12800 1:3200 1:800



(нативная)
Иммуноглобулины
сыворотки №1
(высоленные)

1:6400 1:800 1:200

Иммуноглобулины
сыворотки №2
(высоленные)

1:6400 1:800 1:200

Негативная
сыворотка

1:200 1:100 1:100

Anti-17β-Estradiol
antibody produced in
rabbit (Sigma)

1:3200---1:6400 1:200 1:200

Следует отметить довольно высокий титр антител специфичных
овальбумину, входящему в состав гетерологичного конъюгата (1:800), что по
видимому связано с общими антигенными детерминантами у BSA и OVA.

В результате выделения и очистки иммуноглобулинов методом
сульфат-аммонийного высаливания, титры антител на конъюгат Estradiol-
OVA снизились в 2 раза (до 1:6400), а на овальбумин в 3 раза (до 1:200).

Таким образом, по результатам проведенной работы можно сделать
вывод, что использованние в качестве антигена для иммунизации препарата
β-Estradiol 6-(O-carboxyethyl)oxime: BSA позволяет получать препараты
антител специфичных гаптену эстрадиолу, в концентрациях, достаточных
для применения их в качестве иммунологических препаратов.
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