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Циклоспорин А (ЦсА) является природным ундека-
пептидом, продуктом метаболизма грибов Trichoderma
polysporum, обладающим выраженными иммунодепрес-
сивными свойствами [1]. Он селективно подавляет ак-
тивацию Т-клеток, блокируя транскрипцию мРНК лим-
фокинов, таких как интерлейкин-2. Благодаря этим
свойствам ЦсА стал основным средством профилактики
отторжения трансплантанта при пересадке почек, пече-

ни, сердца, легких и костного мозга, а также для лече-
ния некоторых аутоиммунных заболеваний [2–4]. Кли-
нические испытания показали, что препарат (особенно
его метаболиты) обладает вариабельной фармакокинети-
кой, довольно узким терапевтическим диапазоном и не-
фротоксичностью [5]. В связи с этим возникла необхо-
димость создания быстрых и точных методов определе-
ния концентрации ЦсА в крови пациентов. Кроме того,
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немаловажными факторами при частом проведении ана-
лиза являются простота метода, надежность, воспроиз-
водимость и низкая стоимость. В настоящее время су-
ществуют разные методы (как физико-химические, так
и иммунохимические [6–10]) для определения концент-
рации ЦсА. Все существующие в настоящее время ме-
тоды определения концентрации ЦсА имеют те или
иные недостатки (длительность процедуры анализа, вы-
сокая стоимость оборудования и т.д.). В качестве аль-
тернативы этим методам можно предложить твердофаз-
ный иммуноферментный анализ, хорошо зарекомендо-
вавший себя в клинической практике благодаря относи-
тельной простоте, надежности, чувствительности, доста-
точно низкой стоимости оборудования, не требующего
высокой квалификации персонала.

Правильная и надежная работа тест-системы во мно-
гом обеспечивается стабильностью всех компонентов
набора в течение всего срока годности. Для повышения
стабильности иммунореагентов часто применяют кон-
серванты, различные добавки, стабилизирующие струк-
туру биомолекул, а также ингибиторы действия протео-
литических ферментов и бактериостатические агенты,
предотвращающие размножение микроорганизмов [11–
12]. Одним из методов стабилизации биопрепаратов яв-
ляется лиофильное высушивание, условия проведения
которого должны быть подобраны таким образом, что-
бы обеспечить максимально возможное сохранение
свойств нативного препарата.

Цель данной работы состояла в разработке модель-
ного метода иммуноферментного твердофазного анализа
ЦсА в цельной крови пациентов, а также в изучении
стабильности реагентов тест-системы в течение всего
срока годности.

Материалы и методы
В работе были использованы следующие препараты:

полистироловые 96-луночные стрипованные планшеты
для иммуноанализа (“Nunc”, США); циклоспорины А и
С (ФГУП ГНЦА, Россия); Твин 20 (“Serva”, Германия);
трегалоза, 2-гидроксипропил-бета-циклодекстрин
(ГПБЦД) (“ICN Pharmaceuticals”, США); бычий сыво-
роточный альбумин (БСА), трис-гидроксиметиламино-
метан (Трис) (“Sigma”, США); конъюгат овечьих анти-
тел против IgG мыши с пероксидазой из корня хрена
(Ат2-ПХ); стабилизирующий раствор для конъюгата
овечьих антител против IgG мыши с пероксидазой из
корня хрена (ЗАО “НВО Иммунотех”, Россия); готовый
субстратный раствор, содержащий N,N,N',N'-тетраметил-
бензидин и перекись водорода (“KEM&TEC”, Дания);
соли, основания, кислоты и растворители были марки
“ч.д.а.” и “о.с.ч.” (“Реахим”, Россия). Моноклональные
антитела к ЦсА (МоАт) были любезно предоставлены
П.Г. Свешниковым (Российский научный центр молеку-
лярной диагностики, Россия). Образцы цельной крови
пациентов, содержащие ЦсА, были предоставлены

Всероссийским научным центром хирургии РАМН.
Конъюгат ЦсС – бычий сывороточный альбумин (ЦсС–
БСА) был получен Н.С. Мелик-Нубаровым согласно ме-
тодике, описанной в работе [13]. Измерение оптической
плотности проводили на планшетном фотометре
(ANTHOS, США).

Приготовление реагентов. Лиофильное высушива-
ние раствора моноклональных антител к ЦсА в воде в
различной концентрации с добавлением трегалозы или
ГПБЦД проводили на лиофильной установке “Super-
modulo 12” (“Edvards”, Англия), полученные образцы
хранили при 4°. Рабочий раствор МоАт получали при-
бавлением к лиофильно высушенному препарату 5 мл
0,5 М Трис-HCl буферного раствора (pH 8,0) с добавле-
нием 1,5 М хлорида натрия и 0,2% Твин 20 (промывоч-
ный буфер). Калибровочные пробы, содержащие ЦсА в
концентрации 1200; 600; 300; 150; 75; 37,5; 0 нг/мл,
готовили в промывочном буфере с добавлением 20%-го
этанола и системы сывороточных белков крови челове-
ка (ЗАО “НПП Иммунотех”, Россия) из концентриро-
ванного раствора ЦсА в этаноле (5 мг/мл). Рабочий ра-
створ конъюгата Ат2-ПХ готовили разведением концен-
трированного раствора в стабилизаторе (12 мл промы-
вочного буфера). Экстракцию образцов цельной крови
проводили по методике, описанной в работе [13].

Проведение анализа. В лунки полистиролового
планшета вносили раствор конъюгата ЦсС–БСА в
0,1 М карбонатном буфере (pH 9,5), инкубировали в те-
чение 12 ч при 4°, промывали 3 раза 0,5 М Трис-HCl
буферным раствором (pH 8,0) с добавлением 1,5 М
хлорида натрия и 0,2%-го Твин 20 (промывочный бу-
фер), вносили раствор бычьего сывороточного альбуми-
на (1 мг/мл) в 0,1 М карбонатном буфере (pH 9,5), ин-
кубировали в течение 1 ч при комнатной температуре и
промывали планшет 3 раза промывочным буфером (по
150 мкл в лунку). Затем в лунки планшета вносили (в
дублях) калибровочные пробы и экстракты образцов
цельной крови (по 50 мкл в лунку), а после – рабочий
раствор моноклональных антител (по 50 мкл в лунку).
Полученную в лунках смесь инкубировали при 4° в те-
чение 1 ч, затем промывали планшет, как было описано
ранее. Далее во все лунки планшета вносили по
100 мкл рабочего раствора конъюгата Ат-ПХ и инкуби-
ровали в течение 30 мин при 37°, после чего промыва-
ли планшет, как описано ранее. Во все лунки вносили
субстратную смесь (по 50 мкл в лунку), инкубировали
в течение 10–15 мин при комнатной температуре в за-
щищенном от света месте и останавливали реакцию
0,25 М серной кислотой (по 50 мкл в лунку). Измере-
ние оптической плотности проводили при 450 нм.

Результаты и обсуждение
Подбор оптимальных концентраций иммунореаген-

тов. Для оптимизации процедуры анализа был проведен
подбор концентрации основных иммунореагентов. Были
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протестированы следующие концентрации реагентов:
конъюгат ЦсС–БСА – 1, 0,75, 0,5, 0,25 мкг/мл; моно-
клональные антитела – 1, 0,5, 0,25, 0,125 мкг/мл; конъ-
югат Ат2-ПХ – разведение 1:5000, 1:8000, 1:10000,
1:12000, 1:15000. Критерием отбора служила при усло-
вии минимального расходования реагентов максималь-
ная разница оптической плотности калибровочных проб
0 и 1200 нг/мл, причем оптическая плотность для про-
бы 0 нг/мл не должна была превышать 1,5 единицы
оптической плотности. На рис. 1 показано влияние кон-
центрации конъюгата ЦсС–БСА и МоАт на форму гра-
дуировочного графика. В результате из всех комбина-
ций иммунореагентов была выбрана оптимальная: конъ-
югат ЦсС–БСА – 0,5 мкг/мл, МоАт – 0,5 мкг/мл, разве-
дение конъюгата Ат2-ПХ – 1:8000. Все дальнейшие эк-
сперименты проводили именно с этой комбинацией.

Изучение влияния добавок на стабильность моно-
клональных антител после лиофильного высушива-
ния. В качестве криопротекторов для биопрепаратов
моноклональных антител при лиофильном высушива-
нии можно использовать различные поли- и олигосаха-
риды. Было проведено изучение влияния добавок
ГПБЦД и трегалозы при лиофильном высушивании
биопрепаратов МоАт в сравнении с нативными антите-
лами, за которые принимали свежеприготовленный ра-
створ МоАт такой же концентрации в промывочном
буфере. Для этого на полистироловом планшете растит-
ровывали, начиная с концентрации 1 мкг/мл, рабочие
растворы как нативных, так и лиофилизированных
МоАт по 150 мкл в лунку в присутствии стабилизато-
ров в концентрации 1, 0,75 и 0,5%. Планшет инкубиро-
вали в течение 12 ч при 4°, промывали промывочным
буфером, как указано ранее, и наносили в лунки план-
шета по 100 мкл рабочий раствор конъюгата Ат2-ПХ в
разведении 1:8000 и инкубировали в течение 1 ч при
37°. После промывки определяли в лунках планшета
оптическую плотность, как указано ранее, строили
график зависимости (рис. 2, 3) и определяли сохране-
ние активности как отношение оптической плотности

высушенных и нативных антител. Были получены сле-
дующие результаты при концентрации МоАт 0,5 мкг/мл
для 1, 0, 75 и 0,5% стабилизатора: ГПБЦД – 80,3, 77,0
и 78,7%; трегалоза – 85,8, 73,5 и 66,3% соответственно.
Аналогичные значения были получены и после хране-
ния препаратов лиофилизованных антител в течение
6 мес при 4°. Из полученных данных видно, что как
ГПБЦД, так и трегалоза могут быть успешно использо-
ваны для стабилизации лиофилизированных препаратов
МоАт в течение всего предполагаемого срока хранения
набора иммунореагентов.

Определение предела обнаружения. Предел обнару-
жения является важной аналитической характеристикой
любого метода анализа. Для нахождения предела обна-
ружения было проведено определение оптической плот-
ности пробы 0 нг/мл в 10 повторах, построен градуиро-
вочный график и рассчитано среднее квадратичное

Рис. 1. Влияние концентрации конъюгата ЦсС–БСА (МоАт), мкг/
мл, на форму градуировочного графика: 1 – 0,25 (0,25); 2 – 0,25
(0,5); 3 – 0,5 (0,25); 4 – 0,5 (0,5); разведение конъюгата Ат2-ПХ во

всех случаях 1:8000

Рис.  2. Зависимость оптической плотности от концентра-
ции моноклональных антител, лиофильно высушенных в
присутствии гидроксипропил-β-циклодекстрина (ГПБЦД):
1 – нативные МоАт; 2 – МоАт, высушенные из 1%-го ра-
створа ГПБЦД; 3 – МоАт, высушенные из 0,75%-го раство-
ра ГПБЦД; 4 – МоАт, высушенные из 0,5 % раствора

ГПБЦД

Рис. 3. Зависимость оптической плотности от концентрации
моноклональных антител, лиофильно высушенных в присут-
ствии трегалозы: 1 – нативные МоАт; 2 – МоАт, высушенные из
1%-го раствора трегалозы; 3 – МоАт, высушенные из 0,75%-го
раствора трегалозы; 4 – МоАт, высушенные из 0,5 %-го раствора

трегалозы
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отклонение (σ) в единицах оптической плотности по
формуле:

где ОП0 – среднее арифметическое значение оптичес-
кой плотности для калибровочной пробы 0 нг/мл в еди-
ницах оптической плотности; ОПi – значение оптичес-
кой плотности каждого измерения калибровочной про-


