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Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я КО ЛЛЕ ГИ Я 

ВОПРОСЫ 
М Е Г А 1 Л М И М О К О Й 

ХИМИИ 



ESTIMATION OF RAT BLOOD PLASMA 
CORTICOSTERONE BY MEANS OF ADSORP-

TION MICRO-HPLC 

A. M. Khokha 

Inst i tute of Biochemistry, Academy of Sciences 
of the Byelorussian SSR, Grodno 

A simple and sensitive procedure is deve-
loped for estimation of cort icosteroid in rat 
blood plasma. The procedure involved extraction 

of the substance with methylene chloride in 
alkaline medium followed by adsorption micro-
HPLC on Silasorb 600 in the system of clilo-
roform-methanol using cortisone as an internal 
s tandard . The assay enabled to est imate as low 
as 10 pmole of corticosterone per a sample 
within 20 min (including 6 min for the chro-
matographic separa t ion) . Efficiency of the assay 
was confirmed by dynamic est imations of corti-
costerone content in rat blood dur ing acute 
alcohol intoxication. 

УДК 616.151.55-078.73 

О. А. Маркова, В. В. Калашников, В. Б. Хватов 

И М М У Н О Ф Е Р М Е Н Т Н Ы Й М Е Т О Д О П Р Е Д Е Л Е Н И Я 
А Н Т И Т Р О М Б И Н А III 

Институт скорой медицинской помощи им. Н. В. Склифосовского, Москва 

Антитромбин III (AT III), или ко-
фактор гепарина, — регулятор сверты-
вающей системы крови человека. Оп-
ределение его содержания имеет важ-
ное значение при ряде заболеваний 
[2, 9, 12, 17]. Установлено, что сниже-
ние уровня AT III является ранним 
диагностическим признаком появления 
тромбофилического состояния и на-
чальных признаков синдрома диссеми-
нироваиного внутрисосудистого свер-
тывания крови [2, 10]. 

В настоящее время в клинических 
целях AT III определяют с помощью 
ряда методик: коагулогических [1, 7], 
спектрофотометрических с применени-
ем хромогенных субстратов [8, 16] и 
•иммунохимических [11, 15, 18]. 

Недостатком коагулогических и 
спектрофотометрических методов яв-
ляется неадекватность исследования 
AT III при проведении гепаринотера-
пии. Кроме того, низкая чувствитель-
ность не позволяет оценить уровень 
этого ингибитора в биологических 
жидкостях (спинномозговая, слезная, 
моча) с низким его содержанием. Эти 
методы также характеризуются отно-
сительной специфичностью, так как ре-
гистрируют общую антитромбииовую 
активность. В последние годы все ши-
ре распространяются и внедряются в 
клиническую лабораторную службу 
иммунохимические методы, которые 
лишены отмеченных недостатков и по-
зволяют дать количественную оценку 
антигена AT III. 

Целью настоящей работы явились 
разработка, стандартизация иммупо-
фермеитиого метода (ИФМ) определе-

ния AT III и его апробация при ряде 
заболеваний. 

М е т о д и к а 
В работе использовали очищенный препарат 

AT III человека, выделенный из плазмы крови 
методом аффинной хроматографии на гепарин-
сефарозе 4В [4]. 

Антисыворотку к AT III получали на кро-
ликах породы шиншилла массой 4,0—6,0 кг. 
Применяли следующую схему иммунизации: 
2 мг AT 111 в 1 мл воды в смеси с равным 
объемом полного адъюванта Фрейнда вводи-
ли подконъюиктивально в оба глаза и подкож-
но в 5—6 точек. Впоследствии проводили 3 
инъекции этого) же количества белка с интер-
валом 9 дней, чередуя способы введения 
(подкожно, внутримышечно, подкожно). 

Кровь забирали на 7-й день после послед-
ней инъекции из краевой вены уха кролика, 
в течение 20 дней. Полученную антисыворот-
ку консервировали азидом натрия (0,2 %) и 
хранили в течение 2—3 лет без потери актив-
ности при 4 °С. 

Анализ антисывороток проводили с по 
мощыо перекрестного иммуиоэлектрофореза по 
Лауреллю [13] и иммунодиффузионного ана-
лиза со стандартной тест-системой по Н. И. 
Храмковой и Г. И. Абелеву [6]. Содержание 
общего белка определяли по методу Лоу-
ри [14]. 

Антитела к AT III выделяли из антисыво-
роток методом аффинной * хроматографии на 
иммуиосорбенте, приготовленном на основе 
CN—Br-сефарозы и очищенного препарата 
белка. Затем их лиофильно сушили и храни-
ли при 4 °С. 

Коиъюгирование антител с пероксидазой из 
хрена (Олайнский завод химреактивов, мар-
ка А, активность 659 ед.) проводили методом 
перйодатного окисления [19]. Полученный 
конъюгат хранили с добавлением 0,5 % бычье-
го сывороточного альбумина и 40 % глицери-
на при —20 °С в течение 1 года без потери 
активности. 

Выбор оптимальной концентрации антител 
для иммобилизации на твердой фазе и опре-
деление разведения конъюгата проводили 
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опытным путем. Д л я этого использовали на 
1-м этапе различные концентрации антител 
к AT 111, на 2-м этапе — разные разведения 
конъюгата антител с ферментом, на 3-м эта-
п е — различные разведения стандарта для по-
строения калибровочной кривой. 

Выбирали систему, состоящую из такого 
соотношения иммобилизованных антител и 
разведения конъюгата , при которой ЛЕ450 
опытной пробы верхней точки рабочего от-
резка калибровочной кривой находилась в 
пределах 1 опт. пл. 

Пр ии цИ пиал ьиа я схема J I м м уи офе р м с и т иого 
определения AT III состояла из следующих 
этапов: 1) иммобилизация антител к AT III 
на твердой фазе; 2) отмывка несвязывающих-
ся антител и нанесение исследуемых проб; 
3) отмывка от несвязавшихся компонентов 
испытуемого образца и нанесение антител к 
AT III , меченных ферментом; 4) отмывка от 
несвязавшихся компонентов конъюгата и опре-
деление ферментной активности; 5) регистра-
ция полученных данных. 

Приготовление реактивов д л я постановки 
иммуноферментного метода: а) «покрываю-
щий» карбонатный буфер (рН 9,6): NagCOs — 
1,59 г, N-аНСОз — 2 , 9 3 г, N a N 3 — 0,2 г, Н 2 0 -
до 1000 мл; б) забуфереиный физиологический 
раствор с твином-20 (pIT 7,4): NaCl — 8,5 г, 
КН2РО4 — 0,2 г, N a 2 H P 0 4 1 2 Н20' — .2,9 г, 
КС1 0,2 г, твин-20 — 0,5 мл, Н 2 0 до 
1000 мл; в) субстратная смесь для появления 
активности пероксидазы: 20 мг 5-амипосали-
циловой кислоты («Мегск», Ф Р Г ) растворяли 
при нагревании в 25 мл дистиллированной во-
ды, охлаждали и доводили рН раствора до 
6,0, добавляя 0,1 мл 1 н. раствора NaOH. 
В 25 мл смеси вносили 0,01 мл 33 % Н 2 0 2 , пе-
ремешивали и немедленно использовали. 

Ход определения. В качестве твердой фа-
зы применяли гибкие планшеты фирмы «Flow» 
(Англия), предназначенные для иммупофер-
ментного анализа. «Посадку» антител на твер-
дую фазу проводили в «покрывающем» кар-
бонатном буфере (рН 9,6) в течение ночи при 
4 °С, внося в к а ж д у ю ячейку по 150 мкл рас-
твора. На следующий день проводили 3-крат-
ную отмывку несвязавшихся антител забуфс-
ренным физиологическим раствором с тви-
ном-20 и водопроводной водой поочередно. 

Отмытые ячейки заполняли по 150 мкл в 
следующем порядке: 1-й ряд (контрольный) — 
забуференным физиологическим раствором; 
2-й ряд — последовательными разведениями 
стандартного препарата AT III ; 3—12-й ря-
д ы — пробами исследуемых образцов. 

Каждую пробу плазмы (сыворотки) крови 
анализировали т р и ж д ы при оптимальном раз-
ведении 1 : 2000 забуференным физиологиче-
ским раствором. Планшету с нанесенными об-
разцами инкубировали при 37 °С в течение 
30 мин, после чего снова повторяли отмывку. 

Затем ячейки заполняли разведенным 
конъюгатом антител с ферментом по 150 мкл 
каждую. Инкубировали при 37 °С в течении 
30 мин и вновь проводили отмывку планшеты 
от несвязавшихся компонентов. 

Проявление активности пероксидазы прово-
пили субстратной смесью (150 мкл) в течение 
30 мин при комнатной температуре и непре-
рывном встряхивании. Результаты оценивали 
спектрофотометри чески на многоканальном 
спектрофотометре («Flow») при длине волны 
450 нм. Содержание AT III в исследуемых 
образцах определяли по стандартной калибро-
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войной кривой, которую строили д л я к а ж д о г о 
л л am и ет а отдел ы i о. 

Д л я апробации разработанного метода 
(ИФМ) исследована плазма крови 76 больных 
и 21 донора. AT III анализировали на 1-е сут-
ки поступления в стационар у больных с ост-
рым крунноочаговым инфарктом миокарда 
(п — 22), острым холециститом (п= 10) и с 
экзогенными отравлениями фоссЬорорганичесш-
ми инсектицидами (ФОН) (п = 22), психо-
тропными препаратами (п= 17) и дихлорэта-
ном (п = 5) . 

Р е з у л ь т а ты и о б с у ж д е н и е 

Полученная антисыворотка к AT III 
человека имела титр 1:16-1:32. Имму-
ноэлектрофоретический анализ пока-
зал, что она моноспецифична. Это под-
тверждает единственная дуга преци-
питации, образованная антисыворот-
кой с белками плазмы крови донора и 
очищенным препаратом AT III. Мето-
дом иммунодиффузии доказана иден-
тичность аптисывороток, приготовлен-
ных нами и фирмой «Calbiochem-
Behring corp.» (США). 

Выделенные из антисыворотки анти-
тела к AT III стандартизировали: как 
антиген — с помощью антисыворотки 
к иммуноглобулинам кролика (титр со-
ставлял 1:128), как антитела — с по-
мощью стандартной тест-системы (титр 
1:32). Рассчитано [3], что концентра-
ция антител соответствовала 2,5 мг/мл. 
Это позволило определить, что преци-
питирующие антитела в выделенном 
препарате составляли 80 % а их выход 
с 1 мл антисыворотки — 0,15 мг. 

При отработке условий проведения 
ИФМ показано, что оптимальная кон-
центрация антител для иммобилизации 



Т а б л и ц а Г 

Точность и воспроизводимость калибровочной кривой для ИФМ при определении AT Ш 

Концентрация , 
н г / м л 

Количество 
определений 

Доисрительн ый 
интервал , А/Г4Г)0 

Средняя ве-
личина , А £ 4 В 0 

Статистическое 
отклонение 

Коэффи циеит 
в а р и а ц и и , % 

7 , 8 1 1 0 , 0 5 0 — 0 , 1 8 0 0 , 0 9 0 ± 0 , 0 7 0 2 6 , 5 
1 5 , 6 11 0 , 1 0 0 — 0 , 2 8 0 0 , 1 9 0 ± 0 , 0 7 0 2 4 , 9 
31 , 2 1 1 0 , 2 1 9 — 0 , 3 8 9 0 , 2 8 1 ± 0 , 0 5 0 1 8 , 4 
6 2 , 5 11 0 , 3 1 4 — 0 , 5 3 3 0 , 4 0 6 ± 0 , 0 7 0 1 9 / 2 

1 2 5 , 0 1 1 0 , 4 4 0 — 0 , 6 4 6 0 , 5 4 5 ± 0 , 0 7 0 1 3 , 4 
2 5 0 , 0 11 0 , 8 6 2 1 , 0 7 0 0 , 9 7 2 ± 0 , 0 6 0 6 , 2 

их па твердой фазе — 5 мкг/мл, а раз-
ведение конъюгата — 1 : 300.. 

На рисунке представлена калибро-
вочная кривая определения AT III в 
исследуемых образцах. Рабочий отре-
зок — линейная ее часть — соответ-
ствовал концентрации AT III от 7,8 
до 125 нг/мл. Чувствительность ИФМ 
составляла 7,8 иг/мл AT III. Резуль-
таты проверки разработанной тест-си-
стемы представлены в табл. 1. Она 
отличается достаточно высокой точно-
стью, надежностью, воспроизводи-
мостью и отвечает основным требова-
ниям, предъявляемым к серологиче-
ским тест-системам [5 | . 

В табл. 2 приведены результаты кли-
нической апробации ИФМ при опреде-
лении AT 111 в норме и при некото-
рых патологических состояниях. В нор-
ме содержание AT III у доноров 
варьировало от 160 до 250 мкг/мл 
(в среднем 198±10,5 мкг/мл). Отме-
чалось снижение уровня AT III у боль-
пых с острым холециститом — до 
163,0±18,5 мкг/мл (на 18% от нор-
мы), а при отравлении — до 126,64= 
±:15,2 мкг/гл. Причем у больных с от-

Т а б л и ц а 2 

Уровень AT 111 в плазме крови в норме и 
при патологии ( М ± ш ) 

И о з о л о г и я 

К
ол

ич
е-

ст
во

 о
б-

ра
зц

ов
 Содержание 

AT III , 
мкг /мл 

Р 

Острый крупно-
очаговый ин-
ф а р к т миокарда 22 2 2 0 , 0 ± 6 , 3 < 0 , 0 0 1 

Острый холецистит 10 1 6 3 , 0 ± 18,5 < 0 , 0 1 
Отравление : 

ФОИ Я 22 1 8 5 , 9 ± 11,9 < 0 , 0 0 1 
психотропными' 
препаратами 17 1 3 4 , 7 ± 10,2 < 0 , 0 0 1 
дихлорэтаном 5 1 2 6 , 6 ± 15,2 < 0 , 0 1 

Д о н о р ы 21 1 9 8 , 0 ± 10,5 

р а в лени я м и чет ко вы я в л яетс я связь 
степени снижения содержания AT III 
с тяжестью интоксикации, вызванной 
употреблением различных экзогенных 
ядов (ФОИ, психотропных препара-
тов, дихлорэтана). Это, очевидно, обу-
словлено массивным потреблением 
AT 111 в процессе развития ДВС кро-
ви у больных с экзогенными отравле-
ниями. Наблюдалось статистически 
значимое ( /?< 0,001) повышение уров-
ня AT III в плазме крови у больных 
при остром крупноочаговом инфаркте 
миокарда па 1-е сутки поступления. 

Таким образом, ИФМ при оценке 
содержания AT III можно рекомендо-
вать в повседневную клиническую пра-
ктику ввиду его высокой информатив-
ности. 
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IM M U NO E N Z Y MAT IС ASSAY FOR ESTIMA-
TION O F A N T I T H R O M B I N III 

O. A. Markova, V. I/. Kalashnikov, V. B. Khva-
tov 

N. V. Skl i fosovsky Ins t i tu te of Urgen t Medicine, 
Moscow 

Immunoenzymat i c assay is developed for 
es t imat ion of an t i th rombin III (AT-II I ) . Sensi-
tivity of the assay was 7.8 ng of AT-III per 
1 ml. The test system developed corresponded 
to the requi rements for serological assays . Esti-
mat ion of AT-III in blood plasma of heal thy 
persons and in pa t ien ts with var ious diseases 
showed that the assay may be recommended for 
clinical practice. 
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Плацента-специфический альфа г ми-
кроглобулин (ПАМГ-1) был впервые 
идентифицирован как органоспецифи-
ческий белок плаценты человека, сек-
ретируемый в амниотическую жид-
кость [1]. ПАМГ-1 был выделен в чи-
стом виде, дана характеристика его 
физико-химических свойств [2 | . Впо-
следствии он обнаружен в фоллику-
лярной жидкости и желтом теле [7], 
семенных пузырьках и семенной плаз-
ме [8], ткани эндометрия [5] и мен-
струальной жидкости [6]. Иммунохи-
мически сходный плацентарный белок 
позднее был описан под названием 
«плацентарный протеин-12» (ПП-12) 
[3 ] . 

В связи с низким содержанием 
ПАМГ-1 в сыворотке крови для его 
определения и количественного анали-
за требуются высокочувствительные 
методы. Для этих целей был разрабо-
тан радиоиммунологический метод оп-
ределения ПП-12 [9]. Однако для 
применения этого метода в широкой 
клинической практике требуются спе-
циальные радиоиммунологические на-
боры и соответствующим образом обо-
рудованные лаборатории. 

Целью настоящей работы явилась 
разработка высокочувствительного ме-

тода иммуноферментного анализа для 
количественного определения ПАМГ-1 
в сыворотке крови здоровых мужчин и 
женщин (допоров). 

М е т о д и к а 

Образцы сывороток крови, полученные от 
здоровых мужчин и женщин, были замороже-

н ы и хранились при —20 °С в полиэтиленовых 
пробирках. ПАМГ-1 выделяли из амниотиче-
ской жидкости во II триместре беременности 
по описанному ранее методу [2]. Дли полу-
чении антисыворотки очищенными препарата-
ми ПАМГ-1 иммунизировали кроликов 
(1 мг /кг внутримышечно с полным адъюван-
том Фрейм да т р и ж д ы с недельным интерва-
лом) . Через 4 иед проводили реиммуиизацию 
без адъюванта , после которой па 7, 9 и 11-е 
сутки брали кровь из краевой вены уха. По 
лученную антисыворотку истощали сухой плаз-
мой крови доноров. 

Выделение антител. Очищенный ПАМГ-1 
сорбировали на колонке с цианбромирован-
ной сефарозой (тип 6MB; «Pharmacia» , Шве-
ция) , подготовленной по инструкции, прила-
гаемой к сефарозе. Препарат ПАМГ-1 из рас-
чета 10 мг на 1 г сухой ссфарозы диализова-
Л1И против 0,1 М № Н С О з , содержащего 0,5 М 
NaCl, смешивали с гелем сефарозы и инкуби-
ровали при комнатной температуре в течение 
2 ч на магнитной мешалке. Несвязавшийся бе-
лок отмывали избытком 0,1 М N a H C 0 3 . З атем 
гель т р и ж д ы промывали поочередно 0,1 М 
ацетатным буфером, содержащим 0,5 М NaCl 
(рН 4,0), и 0,1 М боратным буфером, содер-
ж а щ и м 0,5 М NaCl (рН 8,0). Колонку урав-
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