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Иммуноглобулины или антитела – белковые 
соединения плазмы крови, образующиеся в ответ 
на введение в организм человека или теплокров-
ных животных бактерий, вирусов, белковых ток-
синов и других антигенов. Связываясь активными 
участками (центрами) с бактериями или вируса-
ми, антитела препятствуют их размножению или 
нейтрализуют выделяемые ими токсические ве-
щества. У млекопитающих выделяют пять клас-
сов антител (иммуноглобулинов) — IgG, IgA, IgM, 
IgD, IgE, различающихся между собой по строе-
нию и аминокислотному составу тяжелых цепей 
и по выполняемым эффекторным функциям. Им-
муноглобулин G (IgG) – основной класс имму-
ноглобулинов, содержащихся в сыворотке крови 
(80% от всех антител), который представлен че-
тырьмя подклассами (IgG1–IgG4), каждый из ко-
торых выполняет свои уникальные функции. IgG, 
в основном, обеспечивает вторичный иммун-

ный ответ, начиная вырабатываться спустя не-
сколько дней после иммуноглобулинов класса М. 
 Благодаря высокому содержанию в сыворотке кро-
ви IgG имеет наибольшее значение в инфекцион-
ном иммунитете. Поэтому об эффективности вак-
цинации судят по его наличию в сыворотке крови.

Мировой рынок антител значительно вырос 
в результате расширения их применения в на-
учных исследованиях, в диагностике и терапии 
 [1–3]. Обычно их выделяют из плазмы, сыворот-
ки, асцитической жидкости, клеточной питатель-
ной среды, растительных экстрактов, бактериаль-
ных и дрожжевых культур. В связи с тем, что все 
эти источники помимо антител содержат различ-
ные белки, а в ходе исследований антитела под-
вергаются химической модификации (например, 
мечение флуоресцентным, радиоактивным или 
ферментным зондом), появляется необходимость 
в эффективной очистке антител.
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Очистка антител может быть достигнута с 
помощью различных методов на основе кон-
кретных физических или химических свойств 
антител,  таких как размер, растворимость, за-
ряд, гидрофобность и аффинность связывания. 
 Традиционно процесс очистки антител включает 
стадию осаждения и фильтрации, затем несколь-
ко стадий ионообменной хроматографии, исполь-
зуя либо анионит, либо катионит. В настоящее 
время для очистки антител наиболее широко ис-
пользуется метод аффинной хроматографии, ко-
торый представляет собой разделение биологи-
ческих молекул и основан на особом взаимодей-
ствии между белком и специфическим лигандом, 
связанным с матрицей [4]. Один шаг аффинной 
очистки дает огромную экономию времени по 
сравнению с менее селективными многоступен-
чатыми процедурами. Использование аффинной 
очистки уменьшает неспе цифические взаимодей-
ствия, повышает выход и устраняет нежелатель-
ные примеси. За последнее десятилетие было 
разработано множество лигандов для улучшения 
качества очистки белков.

Мощным инструментом для обнаружения и 
очистки антител явилось использование бактери-
альных рецепторов в качестве биоспецифических 
лигандов в аффинной хроматографии [5–7]. Тех-
нология рекомбинантных ДНК позволила управ-
лять их свойствами для решения многих задач.

Выделение IgG и его фрагментов основано 
на высоком сродстве к белку А и белку G. Белки 
А и G – это бактериальные протеины, выделен-
ные из клеточных структур стафилококка (Staph-
ylococcus aureus) и стрептококка группы G, соот-
ветственно, которые на сефарозной матрице обра-
зуют чрезвычайно полезный и простой сорбент. 
В отличие от стафилококкового белка А, белок G 
связывает все подклассы IgG человека (белок А 
не связывает третий подкласс человеческого IgG), 
а также имеет более широкий спектр связывания 
Fc-фрагмента IgG различных млекопитающих. 

Белок G также связывает альбумин и α2-ма-
кроглобулин, однако, сайты их связывания с со-
ответствующими белками крови расположены на 
разных участках молекулы белка [8, 9]. Это позво-
лило провести клонирование нужного фрагмен-
та последовательности гена G-белка, кодирующе-
го область с тремя IgG-связывающими доменами, 
и получить новые рекомбинантные штаммы-про-
дуценты IgG-связывающей части G-белка штам-
ма стрептококка группы G, Streptococcus gordoni, 
G4223, выделенного со слизистой оболочки верх-
них дыхательных путей человека [10]. Выделены 

и очищены рекомбинантные полипептиды G4223 
и G14223 с высокой способностью связывать IgG 
человека и млекопитающих [10].

Цель настоящего исследования – получение 
высокоочищенных препаратов IgG человека и 
млекопитающих благодаря использованию реком-
бинантных полипептидов G4223 и G14223 в каче-
стве лигандов в аффинной хроматографии.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Материалы
 В работе использовали рекомбинантные 

IgG-связывающие G4223 и G14223 полипепти-
ды, которые получены, как описано ранее [10], 
сефарозу 4В, активированную бромцианом (Sig-
ma, США), колонки 1,5×5,0 см, (Bio-Rad, США), 
нитроцеллюлозные мембраны (Bio-Rad), готовый 
жидкий субстрат для мембран 3,3′,5,5′-тетраме-
тилбензидин (ТМБ, Sigma, США), белки-марке-
ры молекулярных масс (Thermo Scientific, Литва), 
сыворотку крови человека и сыворотки кроликов, 
содержащие специфические антитела к группо-
вым полисахаридам стрептококков групп A и В, 
которые были предоставлены ведущим научным 
сотрудником Отдела молекулярной микробиоло-
гии Буровой Л.А.

Предварительно сефарозу 4В, активирован-
ную бромцианом, несколько раз центрифугирова-
ли, промывая каждый раз свежей порцией холод-
ной 1мM HCl и отбрасывая надосадочную жид-
кость. Затем суспензию сефарозы промывали 
0,1 М бикарбонатным буфером, рН 8,3.

Подготовка сорбентов
Рекомбинантные IgG-связывающие G4223 и 

G14223 полипептиды, по 35 мг, иммобилизовали 
на 5 мл сефарозы 4В, активированной бромциа-
ном, в 0,1 М бикарбонатном буфере, рН 8,3, со-
держащем 0,5 М NaCl, согласно инструкции про-
изводителя. Сорбенты промывали в колонках 
(1,5×5 см) последовательно 0,1 М ацетатным бу-
фером, рН 4,0 и 0,1 М бикарбонатным буфером, 
рН 8,3, содержащим 0,5 М NaCl, затем уравнове-
шивали 0,01 М фосфатным буфером (ФСБ), содер-
жащим 0,85% NaCl, рН 7,4, и хранили при 4 ºС.

Получение и очистка IgG 
Сыворотку крови человека и сыворотки кро-

ликов наносили на сорбенты. Несвязавшиеся бел-
ки элюировали ФСБ, связавшиеся с сорбентами – 
0,1 М глициновым буфером, рН 2,2. Во фракциях, 
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объемом 400 мкл, определяли оптическую плот-
ность (ОП) при 280 нм. Фракции с высокими зна-
чениями ОП объединяли и значение рН доводили 
до 4,5 с помощью 2,0 М NaOH.

Для проверки емкости сорбентов на два сор-
бента, уравновешенных ФСБ, рН 7,4, последова-
тельно наносили различные объемы сыворотки 
человека (10, 15, 20, 30, 35 и 40 мл) Полноту осво-
бождения сыворотки от IgG проверяли методом 
блоттинга. Наличие и качество полученного IgG 
определяли с помощью электрофореза по мето-
ду Лэммли в 12%-ном ПААГ в присутствии 0,1% 
SDS на приборе Bio-Rad (США), а его концентра-
цию – методом Лоури. 

Определение компонентов, содержащих 
пероксидазу 

Для блоттинга на две НЦ-мембраны наносили 
пробы исходной сыворотки, пробы сыворотки, не 
связавшейся с сорбентом, и пробы, элюированные 
с сорбентов, используя автоматический принтер 
для микропечати BioОdyssey Сalligrapher miniar-
rayer (Bio-Rad). Мембраны помещали в  2%-ный 
раствор обезжиренного сухого молока в ФСБ 
(блокирующий раствор) и инкубировали 40 мин. 
Мембраны переносили в блокирующие растворы, 
содержащие пероксидазу хрена, конъюгирован-
ную перйодатным методом с IgG-связывающим 
полипептидом и инкубировали в течение 15 мин 
при перемешивании. Затем мембраны последо-
вательно промывали блокирующим раствором и 
раствором ФСБ 3 раза по 5 мин. Отмытые мем-
браны высушивали на воздухе и помещали в рас-
твор субстрата ТМБ для мембран. После инкуба-
ции в течение нескольких секунд определяли ком-
поненты, содержащие пероксидазу, по появлению 
синей окраски. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве матрицы аффинного носителя ис-
пользовали сефарозу 4В, активированную бром-
цианом (Sigma). Лигандами, иммобилизованными 
на матрице, служили рекомбинантные IgG-связы-
вающие полипептиды G4223 и G14223.

Каждый рекомбинантный IgG-связывающий 
полипептид (G4223 и G14223), по 35 мг, иммо-
билизовали на 5 мл сефарозы 4В, активирован-
ной бромцианом в 0,1 М бикарбонатном буфере, 
рН 8,3, содержащем 0,5 М NaCl и заполняли по-
лученными сорбентами две колонки. Сорбенты 
промывали в колонках последовательно буфер-
ными растворами: не связавшиеся белки элюи-

ровали ФСБ, связавшиеся с сорбентами – 0,1 М 
глициновым буфером, рН 2,2. При более высо-
ких значениях рН, чем 2,2, элюция происходит 
не полностью. Количество IgG-связывающего 
G4223 полипептида, присоединившегося к матри-
це, составило 30 мг, а IgG-связывающего G14223 
полипептида – 25 мг.

Для определения емкости сорбентов на каж-
дый сорбент наносили различные количества сы-
воротки крови человека с концентрацией IgG 
15мг/мл. Полноту освобождения сыворотки от 
IgG проверяли методом блоттинга, который пока-
зал, что в не связавшемся с сорбентами материале, 
даже при нанесении 30 мл сыворотки на сорбен-
те с полипептидом G4223 и 35 мл на сорбенте с 
полипептидом G14223 практически полностью от-
сутствовал IgG (рис. 1). На мембранах при нанесе-
нии 35 мл сыворотки на сорбент с G4223 и 40 мл 
сыворотки на сорбент с G14223 в составе белков, 
не связавшихся с сорбентами, присутствовали 
следы IgG. Полнота удаления IgG из сыворотки, 
как и пробы IgG, элюированные с сорбентов, были 
проверены методом электрофореза в ПААГ в при-
сутствии SDS. Как показано на рис. 2, сыворотка, 
после аффинной хроматографии на обоих сорбен-
тах полностью освобождалась от IgG (рис. 2, до-
рожка 3). Пробы IgG, очищенные аффинной хро-
матографией, элюированные с каждого сорбента, 
представлены на рис. 2 (дорожки 4 и 5). Рисунок 
демонстрирует, что оба  препарата IgG  получены 

1

2

3

Рис. 1. Блотинг проб на нитроцеллюлозной мембра-
не после инкубации с меченым IgG-связывающим 
полипептидом. 1 – исходной сыворотки крови; 2 – 
IgG, элюированного с аффинного сорбента, содер-
жащего полипептид G4223 или рекомбинантный 
IgG-связывающий полипептид G14223; 3 – про-
ба сыворотки, не связавшейся с сорбентом и осво-
божденной от IgG аффинной хроматографией 

Fig. 1. Blotting of samples of nitrocellulose membrane 
after incubation with labeled IgG-binding polypeptide: 
(1), original sera; (2), IgG eluted from affinity sorbent 
containing G4223 or G14223 as a ligand; (3), fraction 
of serum unbound to sorbent and freed from IgG by 
affinity chromatorgraphy
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в высокоочищенном состоянии. Количество IgG, 
связавшееся с обоими сорбентами, оказалось 
одинаковым, хотя, как было показано раньше, 
IgG-связывающий G14223 полипептид связывает 
IgG с большей аффинностью [10], однако, на со-
рбенте 4B-IgG-связывающий G4223 полипептид с 
матрицей связалось больше полипептида (30 мг) 
и за счет этого количество молекул его оказалось 
больше (602∙1015), чем на 25 мг сорбента сефа-
роза 4B-IgG-связывающий G14223 полипептид – 
301∙1015 молекул. Коли чество молекул рассчитыва-
лось в зависимости от молекулярного веса поли-
пептида (http://www.molbiol.ru/scripts/01_04.htm). 
Объем объединенных фракций IgG, элюирован-
ного с каждого сорбента, составил 20 мл, концен-
трация очищенного IgG на сорбенте с полипепти-
дом G4223 – 22  мг  / мл, а с полипептидом G14223 – 
26 мг/мл., т.е 1 мг полипептида G4223 связал около 
15 мг IgG, а G14223 – 20 мг IgG.

Таким образом, созданы сорбенты сефаро-
за 4B-IgG-связывающие G4223 и G14223 поли-
пептиды, позволяющие получать очищенные пре-
параты IgG человека. Однако для получения со-
рбента сефароза 4B-IgG-связывающий G14223 
полипептид нужно меньшее количество IgG-свя-
зывающего полипептида (мг), чем для сорбен-
та сефароза 4B-IgG-связывающий G4223 поли-
пептид, чтобы получить в очищенном состоянии 
одинаковое количество IgG.

На полученных сорбентах можно получать 
также очищенные препараты IgG различных ан-
тител, полученных от млекопитающих, так как 
белок G, а в данном случае IgG-связывающие 
G4223 и G14223 полипептиды, обладают способ-
ностью связывать Fc-фрагмент иммуноглобулина 
G большинства видов млекопитающих [11].

Подтверждением сказанного стало получение 
очищенных IgG из сывороток кроликов, содер-
жащих специфические антитела к групповым по-
лисахаридам стрептококков группы A и В. На со-
рбенты сефароза 4B-IgG-связывающие G4223 и 
G14223 полипептиды наносили 15 мл сыворотки 
кролика, содержащей специфические антитела 
к групповому полисахариду стрептококка груп-
пы А и B, соответственно. Полноту освобожде-
ния сывороток от IgG также проверяли методом 
блоттинга, который показал, что в не связавшем-
ся с сорбентами материале практически полно-
стью отсутствовал IgG. На рис. 2 представлены 
пробы очищенных IgG из сывороток кроликов, 
содержащих специфические антитела к группо-
вым полисахаридам стрептококков групп A (до-
рожка 6) и В (дорожка 7). Имея такие препараты 

IgG, можно идентифицировать группоспецифи-
ческие антигены стрептококков этих групп.

Ранее было показано, что полученные новые 
штаммы-продуценты рекомбинантных IgG-связы-
вающих полипептидов G4223 и G14223 позволя-
ют получать с 1 л культуры 60–70 мг очищенных 
белков [10]. Оба эти белка обладали большей спо-
собностью связывать и IgG человека и IgG мле-
копитающих по сравнению с хорошо известным 
G белком, полученным из штамма стрептококка 
группы G – G148 [10]. Такие свойства новых ре-
комбинантных полипептидов очень перспектив-
ны для использования их в качестве лигандов в 
аффинной хроматографии для получения очи-
щенных препаратов как IgG человека, так и IgG 
млекопитающих при очистке различных антител.

Рис. 2. Электрофорез в ПААГ в присутствии SDS 
рекомбинантных полипептидов. 1 – маркер моле-
кулярных масс; 2 – исходная сыворотка крови; 3 – 
фракция сыворотки, не связавшейся с колонками 
сорбентов и освобожденной от IgG аффинной хро-
матографией; 4 – IgG человека, элюированного и 
очищенного аффинной хроматографией на сефа-
розе 4B-G4223; 5 – IgG человека, элюированного и 
очищенного аффинной хроматографией на сорбенте 
сефароза 4B-G14223; 6 – IgG кролика, элюирован-
ного и очищенного аффинной хроматографией на 
сорбенте сефароза 4B-G4223; 7 – IgG кролика, элю-
ированного и очищенного аффинной хроматографи-
ей на сорбенте сефароза 4B-G14223

Fig. 2. SDS-PAGE of recombinant polypeptides: (1), 
MM markers; (2), original blood serum; (3), blood 
fraction unbound to sorbent columns and freed from 
IgG by affinity chromatography; (4), human IgG eluted 
and purified by affinity chromatography on Sepharose 
 4B-G4223; (5), human IgG eluted and purified by 
affinity chromatography on Sepharose  4B-G14223; 
(6), rabbit IgG eluted and purified by affinity 
chromatography on Sepharose 4B-G4223; (7), rabbit 
IgG eluted and purified by affinity chromatography on 
Sepharose 4B-G14223
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Pur i f i ca t ion  o f  Immunoglobu l in  G  by  Aff in i ty  Chromatography 
us ing  New Recombinan t  IgG-Bind ing  Po lypep t ides  a s  L igands
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Abstract – Highly purified human and rabbit IgG preparations have been obtained by the method of 
affinity chromatography using two synthesized affinity sorbents as ligands that were obtained by the 
immobilization of an IgG-binding G4223 or G14223 recombinant polypeptide on a matrix (bromocyanogen-
activated Sepharose 4B). IgG from rabbit serum contained specific antibodies to the Streptococcus group 
polysaccharides of A and B groups. Such IgG preparations make it possible to identify group-specific 
antigens of streptococci of these groups.

Key words: IgG purification, Sepharose 4В-G4223, Sepharose 4В-G14223, IgG-binding polypeptides 
G4223 and G14223, group streptococcal polysaccharides.
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