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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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E. И. Зарайский С. В. Назимова, Г. А. Олефиренко, 3. М. Пчелкина, 
Д. Д. Петрунин, Ю. С. Татаринов, Б. Б. Фукс 

И М М У Н О Ф Е Р М Е Н Т Н Ы Й А Н А Л И З 
П Л А Ц Е Н Т А - С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О Г О А Л Ь Ф А , - М И К Р О Г Л О Б У Л И НА 

В С Ы В О Р О Т К Е К Р О В И Д О Н О Р О В 

П И И морфологии человека АМН СССР, Москва, II М М И им. Н. И. Пирогова 

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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новешивали фосфатно-солевым буфером (ФСБ) 
рН 7,4. 

Кроличью антисыворотку смешивали с по-
лученным антигенным сорбентом и инкубиро-
вали при комнатной температуре 1 ч при по-
стоянном перемешивании. Отмывку сорбента 
от нес вязавшихся компонентов сыворотки, про-
верку полноты отмывки и все дальнейшие про-
цедуры проводили под контролем «Uvicorcl» 
(LKB, Швеция) . 

Антитела элюировали глицин-солянокислым 
буфером (рН 2,4). Снятые с колонки антитела 
немедленно нейтрализовали 1 М N a H C 0 3 до 
рН 7,2, диализовали против дистиллированной 
воды при 4 °С в течение ночи и лиофилизиро-
вали. Аффинность и нативность антител про-
веряли с помощью твердофазного иммунофер-
ментного анализа . Полученные антитела про-
тив ПАМГ-1 конъюгировали с перокоидазой 
хрена по методу [4]. 

Твердофазный иммуноферментный анализ. 
Поли винилхлоридные 96-луиочные планшеты 
(«Costar», США) сенсибилизировали раство-
ром ПАМГ-1 в карбонат-бикарбонатном буфе-
ре (0,05 М, рН 9,6) по 100 1мкл в лунку. Ин-
кубировали (при 37 °С) 1 ч, т р и ж д ы промы-
вали водопроводной водой (инкубацию и от-
мывание повторяли после нанесения каждого 
последующего слоя) . Затем последовательно 
наносили 1 % раствор желатина , антитела в 
серийных разведениях, раствор бараньих ан-
тител против иммуноглобулинов кролика, ме-
ченных пероксидазой хрена, на разводящем 
буфере (РБ) следующего состава: 0,1 % рас-
твор желатина , 0,05 % раствор твина-20 на 
ФСБ. После заключительной отмывки планше-
ты инкубировали с 0,04 % о-фенилендиамином 
на 0,05 М нитратном буфере (рН 4,7) с до-
бавлением 0,03 % перекиси водорода, После 
20-минутной инкубации реакцию останавлива-
ли 50 % серной кислотой. Результаты учиты-
вали на «Mult iscan Titertek» («Flow», Англия) . 

Непрямой ингибиционный иммунофермент-
ный метод. Раствор ПАМГ-1 (10 иг /мл) в 
карбонат-бикарбонатном буфере (0,05 М, 
рН 9,5) вносили в 96-луиочные поливинилхло-
ридные планшеты («Costar») по 100 мкл в 
лунку и инкубировали при 37 °С в течение 
2 ч, после чего планшеты отмывали водопро-
водной водой. Процедуру отмывки повторяли 
после каждой последующей инкубации. Не-
специфическую сорбцию на поливинилхлориде 
устраняли 1 % раствором желатина па ФСБ 
(рН 7,4) при 37 °С в течение 1 ч. 

Затем в лунки вносили по 100 мкл раство-
ра антигена или тестируемой сыворотки в се 
рийных разведениях и антитела против 
ПАМГ-1 в разведении 1 : 3 0 0 0 в Р Б . Смесь 
инкубировали при 37 °С в течение 2 ч и в 
лунки вносили по 100 мкл коиъюгата барань-
их антител против иммуноглобулинов кролика 
в разведении 1 : 1000 на РБ . После инкубации 
при 37 °С в течение 1 ч в планшеты! вносили 
0,4 % раствор о-фенилендиамина («Sigma», 
США) в цитрат-фосфатном буфере (0,05 М, 
рН 4,7) с добавлением 0,1 % перекиси водо-
рода. Через 20 мин реакцию останавливали 
' 5 0 % серной кислотой (по 50/ мкл на лунку) . 
Учет результатов осуществляли на «Mult iscan 
Titertek». 

Иммуноферментный сандвич-метод. Антите-
ла против ПАМГ-1 в концентрации 15 мкг /мл 
вносили в лунки, инкубировали и отмывали 
так же, как в непрямом ингибиционном мето-
де. Затем в планшеты вносили по 100 мкл ан-

тигена или тестируемой, сыворотки в серийных 
разведениях, инкубировали в течение 1 ч при) 
37 °С и затем добавляли 100 мкл коиъюгата 
кроличьих антител против ПАМГ-1 с перокси-
дазой хрена в разведении 1 : 2000, инкубиро-
вали при 37 °С в течение 1 ч, окрашивали и 
результаты реакции учитывали, как описано 
выше. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и ие 

С 1 г антигенного сорбента получали 
10 мг антител за одну элюцию. Ре-
зультаты иммуноферментного анализа 
приведены па рис. 1. В лупки было 
внесено 100 иг/мл ПАМГ-1. Учитывая 
вид кривой и отсутствие связывания 
антител с другими белками плаценты 
(трофобластический Pi-глобулин, ct2~ 
микроглобулин фертильности и др.), 
можно заключить, что антитела аф-
финны и нативны. 

Предел чувствительности разрабо-
танного иммуноферментного определе-
ния ПАМГ-1 составил в непрямом ин-
гибиционном методе 1 иг/мл (рис. 2), 
а в сандвич-методе — 0,2 нг/мл 
(рис. 3), что на порядок выше, чем в 
радиоиммунологическом методе. Это 
имеет большое значение для определе-
ния Г1АМГ-1 в концентрациях менее 
20 нг/мл, так как, по нашим данным, 
исследуемую сыворотку необходимо 
разводить не менее чем в 20 раз. 

Было протестировано 24 образца сы-
вороток крови доноров-мужчин и 31 

Рис. 1. Связывание ПАМГ-1 серийными раз-
ведениями антител против него. 

По оси абсцисс — концентрация антител против 
ПАМГ-1 (в мкг /л) ; по оси ординат — связывание (в 

ед. экстиикции). 
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Рис. 2. Связывание ан-
тител против ПЛМГ-1 
сер и йн ы м и р а з ведем и я м и 
антигена в непрямом 
ии г ибиц ион ном методе. 

Рис. 3. Связывание се-
рийных разведений 
11АМГ-1 антителами 
против него в иммуно-
фермеитном сандвич-ме-

тоде. 
Здесь и на рис. 3: по оси 
абсцисс • концентрация 
ПЛМГ-1 (в мкг/л) , по оси 
ординат - связывание (в ед. 

экстиикции). 

образец сывороток крови доноров-жен-
щин, каждую сыворотку исследовали 
трижды. Содержание белка практиче-
ски у всех доноров-мужчин находилось 
в пределах 7—30 нг/мл (21,24=1,2 иг/ 
мл) и только в 1 из 24 случаев кон-
центрация ПЛМГ-1 незначительно пре-
высила этот уровень (33,5 нг/мл). 
У здоровых иеберемеиных женщин ин-
д и в иду альн ые различия в кои цент ра-
ции ПЛМГ-1 в сыворотке крови выра-
жены в большей степени. Чуть боль-
ше половины обследованных женщин 
(17 из 31) имели содержание ПАМГ-1, 
как и у мужчин, до 30 иг/мл. У 14 
женщин содержание белка было выше 
30 нг/мл (от 30 до 41,5 нг/мл). Учиты-
вая то обстоятельство, что ПАМГ-1 об-
наружен в эндометрии и децидуаль-
ной оболочке [5], где его концентра-
ция зависит от фазы менструального 
цикла, можно предположить, что зна-
чительные колебания уровня этого бел-
ка в сыворотке крови женщин также 
связаны с менструальным циклом и 
отражают изменения, происходящие в 
эндометрии. 
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I M M U N O E N Z Y M E ASSAY O F PLACENTA 
S P E C I F I C ^ - M I C R O G L O B U L I N IN DONOR 

BLOOD S E R U M 

E. I. Zaraysky, S. V. Nazimova, G. A. Otefiren-
ko, Z. M. Pchelkina, D. D. Petrunin, Yu. S. Ta-

tar inov, В. B. Fux 

Ins t i tu te of H u m a n Morphology, Academy of 
Medical Sciences of the USSR, II Medical 

School, Moscow 

An immunoenzyme assay is developed for 
quant i ta t ive es t imat ion of placenta specific a r 
microglobul in in biological fluids. The assay is 
more sensi t ive as compared with immunodi f fu-
sion and r ad io immunoassays used previously. 
Concentra t ion of a i -microglobul in in blood sc-
rum of men-donors was found to be 7-30 n g / m l 
and of women — 0-50 n g / m l . 


