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Проведено сравнение эффективности кроличьих и куриных (IgY) поликлональных антител в кон-
курентном твердофазном методе иммуноферментного анализа (ИФА) для определения опиоидного
пептида β-казоморфина 7 (КМ-7), образующегося из коровьего бета-казеина типа А1. Для получе-
ния антител животных (4 курицы и 4 кролика) иммунизировали (по одинаковой схеме) конъюгатом
КМ-7 с бычьим сывороточным альбумином. Сравнение кривых связывания меченого биотином
КМ-7 с аффинноочищенными куриными и кроличьими антителами, адсорбированными в опти-
мальных условиях на полистироловых планшетах, показало, что в рамках данной панели антитела
кроликов связывали антиген в среднем в 100 раз более эффективно, чем антитела кур. Наиболее
эффективные антитела одного из кроликов использовали для конструирования высокочувстви-
тельного твердофазного конкурентного метода ИФА для определения КМ-7 (минимальная детек-
тируемая концентрация 0.2 нг/мл). Вследствие низкой аффинности антитела кур оказались не при-
годны для этого метода. Полученные результаты указывают на необходимость при конструировании
количественных методов ИФА с использованием антител кур проводить сравнения с методом, в ко-
тором используются антитела млекопитающих.
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В последние годы в научной литературе неод-
нократно высказывались предположения о воз-
можности широкого использования поликло-
нальных антител (ПКА) кур класса IgY в качестве
компонентов в иммунохимических аналитических
(диагностических) тест-системах, вместо полик-
лональных, а в некоторых случаях и монокло-
нальных антител (МКА), получаемых путем имму-
низации млекопитающих [1–3]. При этом обычно
указывалось на следующие потенциальные пре-
имущества подобной замены. Неспособность IgY
связываться с ревматоидным фактором и Fc-ре-
цепторами, активировать систему комплемента
млекопитающих, но способность снижать уровень
неспецифических реакций в иммунодиагности-
ческих системах. Немалое значение имеют отно-

сительная дешевизна метода и биоэтические пре-
имущества, связанные с возможностью выделения
значительного количества IgY из желтков куриных
яиц [1–3].

Предполагается также, что ПКА кур теорети-
чески могут облегчить разработку иммунохими-
ческих тест-систем для определения антигенов,
получение иммунного ответа к которым у млеко-
питающих затруднено или вообще невозможно.
Считается, что большая филогенетическая дистанция
между курами и млекопитающими может определять
высокую иммунореактивность при иммунизации
кур антигенами млекопитающих (вследствие их
малой гомологии с белками кур) и возможность
получать антитела более широкой эпитопной
специфичности. В дополнение к этому антитела
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кур обладают меньшей перекрестной реактивно-
стью с белками млекопитающих [1–3].

Новые возможности открываются при получении
рекомбинантных МКА кур [4, 5]. В техническом
плане это является менее сложной задачей, чем
получение рекомбинантных МКА млекопитаю-
щих, поскольку первичная структура молекулы IgY
характеризуется определенными особенностями.
Так, для амплификации последовательностей лег-
ких и тяжелых цепей антител кур с помощью ПЦР
требуется значительно меньше число праймеров,
чем в случае антител млекопитающих [4]. Также
считается, что IgY-антитела легче подвергаются
процессу “гуманизации” (замены последователь-
ностей кур на последовательности человека), не-
обходимой при использовании антител в имму-
нотерапии [4]. В результате появились биотехно-
логические компании, специализирующиеся на
производстве моноклональных рекомбинантных
IgY-антител для разработки новых эффективных
иммунодиагностических систем и иммунотера-
певтических препаратов.

Следует отметить, что впечатляющие успехи
технологий получения рекомбинантных МКА не
приводят к исчезновению потребности в получе-
нии (когда это возможно) “обычных” природных
антител (сохраняющих нативную структуру IgY)
для использования в иммунохимических тест-си-
стемах. Получение МКА кур с нативной структу-
рой теоретически возможно с помощью класси-
ческой гибридомной технологии (путем слияния
лимфоцитов иммунных кур с линией клеток мие-
ломы кур). Однако куриные гибридомы оказыва-
лись нестабильными (в отличие от мышиных и
крысиных гибридом), что значительно осложни-
ло широкое использование данного подхода [4].
Поэтому в настоящее время наиболее технически
доступным и экономичным способом получения
нативных молекул куриных антител для исполь-
зования в иммунохимическом анализе и иммуно-
диагностике остается иммунизация кур с после-
дующим выделением ПКА из желтков яиц. За
прошедшие годы опубликованы сообщения о по-
лучении антител кур для определения разнообраз-
ных антигенов: онкомаркеров [6, 7], гормонов [8],
белков вирусов [9–11], патогенных бактерий [12–14],
простейших [15], гельминтов [16], прионов [17] и
других биомолекул [2]. Это может создавать впе-
чатление легкости замены антител млекопитаю-
щих на ПКА кур во многих тест-системах. Вместе
с тем известно, что структуры молекул IgY и IgG
существенно различаются вследствие того, что у
первых отсутствует шарнирный участок, придаю-
щий им гибкость [1–3]. Филогенетическая ди-
станция, обуславливающая различия в иммунной
системе кур и млекопитающих, может быть не
только преимуществом IgY-технологии, но и со-
здавать препятствия для распознавания некото-
рых антигенов иммунной системой [5]. Поэтому

при использовании в иммунохимических тест-
системах представляется важным более детальное
изучение эффективности куриных ПКА по сравне-
нию с антителами млекопитающих. Ранее нами была
изучена возможность замены ПКА и МКА млеко-
питающих на антитела кур в твердофазном имму-
ноферментном анализе (ИФА) поверхностного
антигена вируса гепатита В (HBsAg) [18]. Удалось
получить эффективные ПКА кур к HBsAg и исполь-
зовать их вместо иммобилизованных мышиных
МКА в сэндвич-методе его определения, сохранив
высокую аналитическую чувствительность ИФА
(хотя и несколько сниженную по сравнению с ис-
ходным вариантом).

Представлялось также важным проанализиро-
вать антитела кур в сравнении с антителами млеко-
питающих при использовании в другом формате
ИФА, а именно конкурентном методе.

Цель работы – сравнение эффективности анти-
тел кур и ПКА кроликов в конкурентном методе
ИФА для определения β-казоморфина-7 (КМ-7) –
опиоидного пептида (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile),
образующегося из коровьего β-казеина типа А1 [19].

МЕТОДИКА
Использованные материалы. В работе исполь-

зовали разборные 96-луночные планшеты из по-
листирола “MaxiSorp” (“Nunc”, Дания), стрептави-
дин-пероксидазу (“Biosource”, США), биотин –
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (“Thermo
fisher Scientific”, США) BrCN-сефарозу (“Far-
macia”, Швеция) и прочие реактивы (“Sigma”,
США), также раствор тетраметилбензидина (ТМБ)
(НПО “Диагностические системы”, Россия).

Получение биотинилированного казоморфина.
Получение биотинилированного казоморфина
проводили 2 методами.

Метод 1. К 1.6 мл раствора КМ-7 (2 мг/мл) в 0.1 М
NaHCO3, pH 8.0, добавляли 8 мл LC-LC-биотина
(2 мг/мл), растворенного в том же буфере. Реак-
цию проводили в течение 2 ч на ледяной бане.
Биотинилированный пептид очищали с помощью
высокоэффективной жидкостной хроматографии
на гидрофобной колонке (“Agilent technologies”,
США), согласно рекомендациям фирмы.

Метод 2. Биотинилированный казоморфин
синтезировался методом твердофазного химиче-
ского синтеза.

В работе использовали описанные ранее [18]
методы: (1) иммунизации животных, (2) опреде-
ления антител в иммунных сыворотках кроликов
и желтках яиц кур, (3) приготовления аффинных
носителей, (4) аффинной очистки антител из сы-
вороток кроликов и желтков яиц кур, (5) опреде-
ление антигенсвязывающей активности аффин-
ноочищенных антител с адсорбированным ан-
тигеном и (6) антигенсвязывающей активности
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адсорбированных антител с растворимым анти-
геном. Параметром, характеризующим связывание
КМ-7-биотина с иммобилизованными антителами,
считали коэффициент кривой связывания, опре-
деляемый как тангенс угла наклона линейного
участка кривой связывания к оси концентраций
[20–22].

ВЭЖХ-анализ. Очистку продуктов реакции
биотинилирования осуществляли с использова-
нием аналитической обращенно-фазовой высо-
коэффективной жидкостной хроматографии. Про-
дукты реакции 5 мкм, растворенные в 1 мл 25 мМ
Na-фосфатного буфера наносили на колонку
XBridge C18 BEH 130 Å (4.6 × 250 мм, “Waters”,
Ирландия), предварительно уравновешенную
5%-ным растворителем Б (80%-ным CH3CN, со-
держащим 0.1% ТФУ). После элюции с колонки
не связавшихся соединений, осуществляли раз-
деление связавшихся компонентов линейным
градиентом повышающейся концентрации рас-
творителя Б от 5 до 50% в течение 60 мин при ско-
рости потока подвижной фазы 0.9 мл/мин. Детек-
тирование компонентов проводили при 214 нм.

Оптимизация условий адсорбции тестируемых
антител. В данной работе оптимальными считали
такие условия адсорбции аффинноочищенных
антител, которые обеспечивали их максимальное
связывание с антигеном в растворе.

Оптимизация рН адсорбции. Антитела (100 мкл
на лунку) адсорбировали на поверхность планшетов
в течение 16–20 ч при комнатной температуре, ис-
пользуя на первом этапе избыток антител (10 мкг/мл).
Для адсорбции использовали следующие буферы:
0.1 М глицин-HCl-буфер, рН 2.8, 0.025 М Na-фос-
фатный буфер, рН 7.5, и 0.05 М Na-гидрокарбо-
натном буфер, рН 9.5. Антигенсвязывающую ак-
тивность сорбированных антител определяли как
описано выше.

Определение оптимального количества антител,
сорбируемых на поверхность планшетов. Опти-
мальное количество антител, адсорбируемых на
иммунные планшеты, определяли, как описано
ранее при оптимальном рН адсорбции (см.
предыдущий раздел). Оптимальное количество
адсорбируемых антител составляло (с несуществен-
ными отклонениями от указанных значений) 6 для
антител кроликов и 12 мкг/мл для антител кур [18].

Определение КМ-7 конкурентным ИФА. Опре-
деление КМ-7 конкурентным ИФА проводили по
описанной ранее методике с некоторыми моди-
фикациями [19]. Антитела адсорбировали на по-
верхность лунок планшетов (6 мкг/мл антител
кролика и 12 мкг/мл антител кур в оптимальном
буфере) в течение 16–20 ч при комнатной темпе-
ратуре. После промывки в каждую лунку вносили
по 50 мкл растворов КМ-7-биотина (2 нг/мл для
кроличьих и 300 нг/мл для куриных антител в
ИФА-буфере), затем добавляли 50 мкл растворов

КМ-7 с нарастающим его количеством от 0 до
1000 мкг/мл. Смесь инкубировали в течение 2 ч
при 37°. После промывки планшеты инкубирова-
ли со стрептавидин-пероксидазой и окрашивали
ТМБ как описано ранее [18, 22].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Иммунный ответ при иммунизации животных

конъюгатом КМ-7 с БСА. В работе провели срав-
нительный анализ эффективности аффинноочи-
щенных кроличьих и куриных антител в конку-
рентном твердофазном ИФА. В качестве антигена
был выбран КМ-7 – пептид, который является
фрагментом β-казеина типа А1 молока коров и
обладает свойствами опиоидных пептидов [19].
Ранее у нас был успешный опыт создания высо-
кочувствительного иммуноферментного метода
определения указанного лиганда с использованием
ПКА кроликов [19], на который мы опирались в
настоящей работе. В качестве иммуногена ис-
пользовали конъюгат КМ-7 с БСА. Иммунный
ответ определяли по связыванию антител сыво-
роток кроликов или желтков яиц кур с иммоби-
лизованным КМ-7. После 5–6 раундов иммуни-
зации у всех животных (4 курицы и 4 кролика)
были обнаружены антитела к КМ-7. Антитела бы-
ли очищены аффинно на колонке с CNBr-сефаро-
зой, конъюгированной с КМ-7. Коэффициенты
кривых связывания аффинноочищенных кроли-
чьих антител с иммобилизованным КМ-7 варьи-
ровали в пределах от 0.053. до 0.125, то есть разли-
чались в 2.4 раза (кривые связывания антител с
иммобилизованным антигеном не приводятся).
Наибольшую эффективность при связывании с
иммобилизованным антигеном демонстрировали
антитела кролика № 1 (k = 0.1250). Коэффициенты
кривых связывания куриных антител были суще-
ственно меньше и укладывались в пределы
0.0012–0.004. Однако эти предварительные оценки
не обеспечивали возможность сравнения анти-
генсвязывающей активности куриных и кроличьих
антител, так как антикуриные и антикроличьи
конъюгаты, которые использовались для выявле-
ния иммунных комплексов, могли существенно
различаться по активности. Вместе с тем можно
было сделать вывод, что как кроличьи, так и ку-
риные антитела давали иммунный ответ при им-
мунизации КМ-7. При связывании с иммобили-
зованным антигеном наибольшую активность
показали аффинные кроличьи антитела № 1 и аф-
финные антитела кур № 4.

Определение оптимальных условий адсорбции
аффинноочищенных антител кроликов и кур на по-
верхность иммунных планшетов. Для сравнения конку-
рентных иммуноферментных методов определения
КМ-7 с применением антител кур и млекопитающих
предполагалось использовать панели с аффинно-
очищенными ПКА кур и кроликов, которые наибо-
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лее эффективно связывали меченый антиген после
адсорбции на твердую фазу в оптимальных усло-
виях. Под оптимальными понимались такие усло-
вия адсорбции антител (рН адсорбции и насыщаю-
щую концентрацию), которые обеспечивали их
максимальную антигенсвязывающую активность.
В качестве параметра, характеризующего эффек-
тивность связывания антител с антигеном, ис-
пользовали аналитическую чувствительность ме-
тода, которая равнялась тангенсу угла наклона
линейного участка кривой связывания к оси кон-
центраций (угловой коэффициент кривой обо-
значен буквенным символом k) [20–22]. Это яв-
ляется одним из применяемых способов оценки и
сравнения эффективности методов ИФА в про-
цессе их оптимизации [20, 23].

Сохранение высокой антигенсвязывающей
активности адсорбированных антител, наряду с
аффинностью, является, тем фактором, который
обеспечивает максимальную чувствительность
анализа в конкурентном твердофазном ИФА [24].

Таким образом, первоначальный этап сравнения
свойств ПКА кур и кроликов предполагал опти-
мизацию условий адсорбции на поверхность по-
листироловых планшетов для каждого из восьми
полученных ПКА. В реальной практике обычно
варьируют два фактора: насыщающую концен-
трацию антител и рН буфера, который использу-
ется для насыщения. Оптимальные насыщающие
концентрации аффинноочищенных антител равня-
лись (с несущественными отклонениями) 6 мкг/мл
для антител кроликов и 12 мкг/мл для антител
желтков куриных яиц.

На следующем этапе был определен оптимальный
рН адсорбции аффинноочищенных антител. Тра-
диционно считают, что оптимальными буферными
системами для адсорбции антител на поверхность
планшетов являются фосфатный и карбонатный бу-
феры рН 7.5 и 9.5. Вместе с тем ранее были описаны
антитела млекопитающих и кур, максимальная
антигенсвязывающая активность которых прояв-

лялась после адсорбции в более жестких условиях
при рН 2.8 [18, 21, 22]. Было определено, при каких
значениях рН адсорбции тестируемые антитела
смогли проявить максимальную антигенсвязыва-
ющую активность. Для адсорбции использова-
лись буферы со следующими значениями рН: 2.8,
7.5 и 9.5 (состав буферов см. в разделе “Методика”).
После насыщения планшетов были построены
кривые связывания биотинилированного КМ-7 с
адсорбированными антителами. Сводные данные
по оптимальным рН адсорбции приведены в табл. 1.
Оказалось, что оптимальный рН адсорбции кро-
личьих антител № 1, 2 и 3 равнялся 7.5, а для од-
ного из тестированных антител (№ 4) было выяв-
лено два оптимальных рН адсорбции – рН 7.5 и
9.5. Вместе с тем антитела трех кур (№ 1, 2 и 3)
одинаково эффективно связывали биотинилирован-
ный казоморфин после адсорбции как при рН 7.5,
так и при рН 9.5 (табл. 1). А одно из куриных антител
(№ 4) характеризовалось максимумом связывания
биотинилированного КМ-7 после иммобилиза-
ции при двух значениях рН: 7.5 и 2.8 (табл. 1).

Описанные эксперименты можно проиллю-
стрировать рис. 1, на котором представлены кривые
связывания меченого биотином КМ-7 с аффин-
ноочищенными куриными антителами (рис. 1б),
адсорбированными при упомянутых значениях рН.
Подобные кривые для кроличьих антител пред-
ставлены на рис. 1а, который наглядно иллюстри-
ровал, насколько существенно зависела от рН ад-
сорбции антител их антигенсвязывающая активность.
Так, после адсорбции при рН 7.5 коэффициент кри-
вой связывания равнялся 0.76. При связывании
КМ-7-биотина после адсорбции антител кролика
при рН 2.8 коэффициент кривой уменьшался в 13 раз
(k = 0.06).

Эффективность связывания биотинилированного
КМ-7 с аффинноочищенными антителами кроликов
и кур. Сводные данные о коэффициентах кривых
связывания КМ-7-биотина с антителами приве-
дены в табл. 2. Как следует из данных, представ-
ленных в таблице, связывание биотинилирован-
ного КМ-7 с антителами кур оказалось гораздо
менее эффективным, чем с антителами кроликов.
Так, лучшие куриные антитела № 2 (k = 0.040 ± 0.002,
табл. 2) связывали КМ-7-биотин в 190 раз менее
эффективно, чем лучшие антитела кролика № 1
(k = 7.62 ± 0.13). Связывание лучших куриных ан-
тител № 2 было также в 13 раз меньше связывания,
регистрируемого при использовании худших ан-
тител кролика № 3.

В целом, адсорбированные куриные антитела
связывали КМ-7-биотин в 100 раз менее эффек-
тивно, чем антитела кроликов (если исходить из
средних значений коэффициентов кривых связы-
вания). Среднее значение коэффициентов кривых
связывания куриных антител с биотинилирован-
ным КМ-7 составляло ≈0.024, а для кроличьих ан-

Таблица 1. Значения рН адсорбции аффинноочищенных
куриных и кроличьих антител, при которых наблюда-
лось максимальное связывание с биотинилированным
β-казоморфином-7

* Коэффициенты кривых связывания при двух указанных
значениях рН совпадали.

Номер
животного

Оптимальные рН адсорбции 
тестируемых антител

кролики куры

1 7.5 7.5/9.5*
2 7.5 7.5/9.5*
3 7.5 7.5/9.5*
4 7.5/9.5 * 7.5/2.8*
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тител соответствующее значение равнялось ≈2.50.
Следует принять во внимание, что в данных опы-
тах на планшеты адсорбировалось в два раза боль-
ше антител кур (12 мкг/мл), чем антител кроликов
(6 мкг/мл).

Сравнение эффективности куриных и кроличьих
антител в конкурентном ИФА определения КМ-7.
Для построения конкурентных калибровочных
кривых определения β-казоморфина-7, были
выбраны антитела, которые обнаруживали мак-
симальную антигенсвязывающую активность
после адсорбции при оптимальных условиях: ку-
риные антитела № 2, оптимум адсорбции – рН 7.5
(k = 0.04 ± 0.002) и кроличьи антитела № 1, опти-
мум адсорбции рН7.5 (k = 7.62 ± 0.13). Получен-
ные результаты приведены на рис. 2. Как показано
на рис. 2, при использовании ПКА кролика уда-
лось получить качественную калибровочную кри-
вую в диапазоне концентраций КМ-7 0.2–12 нг/мл
между 90 и 10% ингибированием связывания био-

тинилированного β-казоморфина-7 с иммобилизо-
ванными антителами. Минимальная определяемая
концентрация (снижение поглощения при тести-
руемой концентрации относительно поглощения,
даваемого нулевым стандартом ±3 среднеквадра-
тичных отклонения) КМ-7 составила 0.2 ± 0.016 нг/мл,
что примерно соответствовало результату, полу-
ченному в предыдущей работе [19]. Однако кривая,
полученная с антителами кур, не могла считаться
пригодной для определения концентрации ис-
следуемого антигена в силу низкой способности
иммобилизованных на твердой фазе ПКА кур
связывать КМ-7 (хотя эти антитела также адсор-
бировали в оптимальных условиях).

Интерес к изучению опиоидного пептида КМ-7
возник в 80 гг. прошлого века, когда на основании
ряда исследований (часть из которых осуществлена
крупными компаниями – производителями мо-
лока в Новой Зеландии) возникло предположение,
что этот пептид может повышать риск возникно-

Рис. 1. Связывание биотинилированного β-казоморфина-7 (нг/мл) с аффинноочищенными антителами кроликов (а)
и кур (б): а – адсорбция антител при рН 7.5 (1) – у = 0.76х, при рH 9.5 (2) – у = 0.14х, при рН 2.8 (3) – у = 0.06х; б –
адсорбция антител при рН 7.5 (1) – у = 0.0042, при рН 9.5 (2) – у = 0.0037, при рН 2.8 (3) – y = 0.0026.
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Таблица 2. Коэффициенты кривых связывания биотинилированного казоморфина-7 с антителами, адсорбиро-
ванными на поверхность планшетов, в оптимальных условиях

Номер
животного

Коэффициенты кривых связывания адсорбированных антител
с β-казоморфином-7 (k × 10 ± доверительный интервал, n = 6)

антитела кроликов антитела кур

1 7.62 ± 0.13 0.020 ± 0.001
2 0.61 ± 0.03 0.040 ± 0.002
3 0.53 ± 0.03 0.022 ± 0.001
4 1.25 ± 0.01 0.012 ± 0.001

Среднее 2.50 0.024
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ПЕЧЕЛЮЛЬКО и др.

вения диабета, сердечно-сосудистых болезней,
детского аутизма и других заболеваний [25]. КМ-7
образуется в пищеварительном тракте при рас-
щеплении β-казеина молока А1. При расщеплении
β-казеина молока А2 этот пептид не образуется.
Породы коров отличаются по содержанию β-ка-
зеинов А1 и А2. В Азии и Африке распространены
коровы, образующие только β-казеин типа А2.
Молоко, содержащее только казеин этого типа,
получило название “молока А2". Однако в других
регионах, например, Европе, США, Новой Зе-
ландии в молоке коров содержатся казеины обоих
типов – А1 и А2 [25]. В связи с возникшими подо-
зрениями о вреде пептида КМ-7 для здоровья че-
ловека ряд производителей молочной продукции
стали активно рекламировать молоко А2 и полу-
чаемые из него продукты. Вместе с тем эти опасе-
ния в отношении КМ-7 не получили достаточных
подтверждений в дальнейших исследованиях, одна-
ко появилось новое предположение: о возможном
неблагоприятном влиянии КМ-7 на пищевари-
тельную систему, приводящем к непереносимости
молока. Недавно группа экспертов из Германии и
Венгрии, работающих в рамках Кокрановского
сотрудничества, провела новый анализ имею-
щихся в литературе данных по влиянию пептида
КМ-7 на здоровье человека. Согласно опублико-
ванному ими в 2019 г. обзору, имеется умеренная
вероятность того, что КМ-7, образующийся при
потреблении молока А1, может неблагоприятно
влиять на пищеварение, однако связь этого пептида

с другими заболеваниями очень маловероятна. Тем
не менее, как заключают авторы обзора, вопрос
требует дальнейшего изучения [25]. В связи с этими
обстоятельствами существует необходимость в
конструировании эффективных методов ИФА
для определения КМ-7, которые могут быть осно-
ваны как на антителах млекопитающих, так и ан-
тителах кур (если последнее возможно).

При анализе нами литературных данных была
обнаружена всего лишь одна работа (опублико-
ванная в 1998 г. исследователями из Канады), кото-
рая также была посвящена получению ПКА кур,
специфичных к КМ-7 и описанию их свойств [26].
Содержание этого исследования более подробно
раскрыто в диссертация [27] одного из соавторов
(по результатам которой и написана указанная
статья) [26]. В работе описан конкурентный метод
определения КМ-7, основанный на использова-
нии куриных антител. У авторов не было цели
сравнить эффективность ПКА кур и ПКА млеко-
питающих, задачей было получение конкурентного
метода для определения данного антигена. При этом
канадские исследователи использовали несколько
другой (по сравнению с нашей работой) формат
конкурентного метода: на твердую фазу адсорбиро-
вали антиген (КМ-7), а не ПКА к КМ-7. Этот фор-
мат (обычно считается, что он дает несколько
меньшую чувствительность) позволял авторам
избавляться от примеси ПКА к БСА путем отмы-
вок [27] (этой проблемы не было в использован-
ном нами методе). Авторам удалось получить
конкурентный метод определения КМ-7 на осно-
ве ПКА кур, с минимальной детектирующей до-
зой 5 нг/мл, хотя, как сообщается в этой работе,
иммунный ответ был получен только у одной из
6 иммунизированных кур.

В нашей работе, хотя все куры дали иммунный
ответ, но он был намного слабее чем у кроликов.
И очищенные ПКА кур оказались недостаточно
эффективными, для создания конкурентного им-
муноферментного метода определении КМ. При
этом мы легко воспроизвели на кроликах резуль-
таты нашей прошлой работы, в которой описан
конкурентный метод определения КМ-7 [19] и
получили еще один конкурентный метод (на ос-
нове ПКА кроликов), с кривыми связывания,
позволяющими измерять антиген примерно в том
же диапазоне концентраций. Такие ПКА могут
представлять интерес для изучения физиологиче-
ских эффектов КМ-7 в эксперименте (например,
у лабораторных животных) и у человека (показа-
на возможность не только образования КМ-7 в
желудочно-кишечном тракте при потреблении
молока, но и попадания данного пептида в крове-
носную систему и другие органы и ткани, например,
у детей) [19, 25]. Также некоторые авторы делали
попытки использовать антитела к КМ-7 для об-
наружения (в сочетании с методами очистки пеп-

Рис. 2. Конкурентный метод определении β-казомор-
фина-7 с аффинноочищенными антителами кроли-
ков и кур, адсорбированными на поверхность план-
шетов в оптимальных условиях. 1 – кроличьи ПКА,
2 – куриные ПКА. Уравнение логарифмической кри-
вой y = –0.145ln(x) + 0.3944; R2 = 0.9072.

2

1

0.4

0.8

0 6 12

А450

нг/мл



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2019

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ АНТИТЕЛ 623

тидов) примесей этого пептида в молочных про-
дуктах [28].

Существует предположение, что филогенетиче-
ская удаленность кур от млекопитающих создает
условие для получения сильного иммунного отве-
та к ряду антигенов из белкового репертуара мле-
копитающих, в связи с отсутствием у кур сходных
структур и молекул. Однако, как показывает наша
работа и отчасти работа канадских авторов (в ко-
торый иммунный ответ был получен только у од-
ной из 6 кур) это предположение не может счи-
таться универсальным. Известно, что куры имеют
менее эффективную систему презентации антиге-
на, что может приводить к полному отсутствию
иммунного ответа к ряду агентов, в зависимости от
гаплотипа главного комплекса гистосовместимо-
сти (MHC) [5, 28]. В отношении такого антигена,
как КМ-7, то имея в виду феномен иммунологиче-
ской толерантности, в том числе к β-казеину [29],
следует заметить, что по своей первичной струк-
туре КМ-7 также является достаточно “чужим”
антигеном для кроликов, так как, хотя гены β-ка-
зеина у млекопитающих имеют значительную го-
мологию, участок из которой выщепляется пептид
КМ-7 отличается значительной дивергенцией.
Например, если в молекуле β-казеина молока коров
и человека в соответствующем участке находится
характерная аминокислотная последовательность
Tyr-Pro-Phe [30], то у кролика сохраняется только
две аминокислоты, Pro-Phe, из этой общей по-
следовательности [31].

В то же время, в недавней работе нами были
получены IgY–антитела кур к HBsAg, которые по-
казали высокую эффективность в сэндвич-методе
определения HBsAg, хотя и несколько меньшую
(на 30%), чем эталонные МКА к этому вирусного
белку [18].

Таким образом, по всей видимости, замена ан-
тител млекопитающих на IgY антитела вряд ли яв-
ляется таким универсально применимым подхо-
дом, как это представлялось в начале внедрения
IgY-технологии. Однако она предоставляет собой
еще одну полезную альтернативу при создании
высокоэффективных антител для разнообразных
иммунохимических тест-систем, особенно в со-
четании с современными методами получения
рекомбинантных антител, позволяющих искус-
ственно увеличивать их аффинность [4, 5].

В работе проведено сравнение антигенсвязы-
вающих свойств образцов антител, специфичных
к КМ-7, полученных от 4 кур и 4 кроликов, имму-
низированных этим пептидом. Иммунный ответ
кур на антиген был намного слабее, чем у кроликов,
и эффективность ПКА кур оказалась слишком
низкой для создания конкурентного метода опре-
деления КМ-7. В то же время, используя ПКА
кролика, удалось создать тест-систему (твердо-
фазный конкурентный метод ИФА) для опреде-

ления КМ-7 с высокой аналитической чувствитель-
ностью, которая может быть полезна для анализа
КМ-7. С учетом литературных данных по получе-
нию ПКА кур к различным антигенам и опыта ав-
торов [18] по получению высокоэффективных
ПКА кур к HBsAg, результаты, полученные в ра-
боте, не подвергают сомнению полезности ис-
пользования ПКА кур для конструирования твер-
дофазных методов ИФА. Однако они указывают
на необходимость в случае каждого конкретного
антигена проводить сравнение эффективности
тест-систем с использованием ПКА кур с метода-
ми, основанными на применении антител млеко-
питающих (кроликов, МКА мышей и др.).
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A Comparative Analysis of the Efficiency of Chicken and Rabbit Antibodies
in Competitive Enzyme Linked Immunoassay for the Detection 

of Bovine Beta-Casomorphin 7
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Rabbit and chicken (IgY) polyclonal antibodies were compared with respect to their performance in compet-
itive enzyme linked immunoassays (ELISA) for the determination of opioid peptide β-Casomorphin 7
(BCM-7), released from variant A1 of bovine beta-casein. To obtain antibodies, the animals (4 rabbits and
4 hens) were immunized (using similar regimes) with BCM-7, conjugated to bovine serum albumin. The
comparison of binding curves obtained with affinity purified mammalian and avian antibodies immobilized
at the surface of polystyrene microtiter immunoplates by passive adsorption (in optimal conditions), showed
that rabbit antibodies captured biotinylated antigen 100 times more efficiently than hen antibodies within the
given antibody panel. The most efficient rabbit antibodies were used to construct the highly sensitive com-
petitive ELISA for the detection of BCM-7 (the minimal detection limit 0.2 ng/ml). The chicken antibodies
proved unsuitable for such application because of low affinity. These results indicate that in constructing
quantitative ELISA based on chicken polyclonal antibodies it is needed to make comparisons with the meth-
ods based on mammalian antibodies.

Keywords: chicken antibodies, bovine β-casomorphin 7, IgY technology
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