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Хронічне зловживання алкоголем являє собою 
одну з основних соціальних і медичних проблем 
у світі. Вагомим ускладненням за алкоголізму є 
порушення імунної регуляції, що призводить до 

імунодефіциту і аутоімунних захворювань. Серед 
наслідків імунодефіциту виділяють зниження ре-
зистентності до інфекційних захворювань, таких 
як бактеріальна пневмонія, туберкульоз та інші. 
Крім того, у кровотоці можлива поява циркулю-
ючих аутоантитіл, які можуть істотно впливати 
на розвиток хвороб печінки [5]. Виявлено, що 
імуносупресія залежить від кількості вживаного 
етанолу [10] Показано, що алкоголь чинить вплив 
на імунітет [6], зокрема, через активність моно-
цитів. Висунута гіпотеза, згідно з якою гострий 
алкогольний вплив інгібує запалення шляхом 
зниження продукції цитокінів моноцитами, що 
може робити внесок у розвиток імунних пору- 
шень після вживання алкоголю [2,4]. Не зважа-
ючи на відсутність систематизованих відомостей, 
сучасна наукова література відображає інтерес, 
що зростає, до розуміння основних імунних роз- 
ладів за алкоголізму.

Матеріали та методи

Гостру хронічну алкогольну інтоксикацію 
(ХАІ) викликали внутрішньо шлунковим введен-
ням 30% етанолу. Етанол вводили з розрахунку  
2 мл на 100 г маси тіла тварини протягом 21 доби, 
один раз на добу [1].

Загальний білок вимірювали за методом Бред
форда [3].

Сироватку отримували з цільної безцитратної 
крові після видалення згустку. Рідку фазу центри
фугували за 2000 g протягом 40 хв.

Загальну фракцію IgG виділяли з сироватки 
крові методом афінної хроматографії на протеїн 
А сефарозі. Фракцію антитіл елюювали 100 мМ  
гліцин-HCl, pH 2,2 [9]. Отримані антитіла до-
очищували для позбавлення від важких та лег-
ких ланцюгів імуноглобулінів на Sephadex G75. 
Хроматографічне розділення проводили у 50 мМ  
Na-фосфатному буфері pH 7,4 зі швидкістю  
1 мл/хв.

Чистоту препарату IgG контролювали мето-
дом диск-електрофорезу в ПААГ у системі Лемлі 
[11]. Для відновлення дисульфідних зв’язків зас- 
тосовували 5% β-меркаптоетанол. Гелі фарбували 
0,125% розчином кумасі G-250 у 25% ізопропа-
нолі та 10% оцтовій кислоті.

Біотинілювання отриманих IgG проводили 
згідно методики [7].

Імуноферментний аналіз проводили у мікро- 
планшетах із сорбційною здатністю за стандарт
ною методикою для розчинних білків [8]. Сиро
ватку крові розводили 100 мМ NaHCO3 буфером, 
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следования крови доноров на антитела к коровому анти-
гену (анти-НВс) и к HBsAg (анти-HBs) вируса гепатита В 
(HBV) для повышения инфекционной безопасности ге-
мотрансфузий широко обсуждается и материалы по этой 
теме во многом противоречивы. В работе представлены 
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ви. Приведены аргументы “за” и “против” определения 
антительных маркеров HBV у доноров крови в Украине 
в настоящий период.
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The feasibility and necessity of routine testing of blood 
donors for antibodies to core antigen (anti-HBc) and HBsAg 
(anti-HBs) of hepatitis B virus (HBV) infection to increase 
the safety of blood transfusions has been widely discussed and 
related materials in many respects contradictory. The paper 
presents the data in the literature and the results of their own 
research on this subject in a limited capability to use molecu-
lar biology research methods in blood service general practice. 
The arguments “for” and “against” of HBV antibody markers 
detection in blood donors in Ukraine at the time are given.
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pH 9,6 та інкубували у комірках планшетів 60 хв 
за 37°С. Для видалення антигена, що не зв’язався, 
комірки відмивали 50 мМ трис-HCl буфером 
pH 7,4, з вмістом 130 мМ NaCl. Для блокування 
неспецифічних місць зв’язування використову-
вали 0,1% Tween 20 у 50 мМ трис-HCl буфері. 
Антитіла, кон’юговані з біотином, наносили у 
кінцевій концентрації 10 мкг/мл та інкубували 
за стандартних умов. Надалі проводили відмивку 
50 мМ трис-HCl буфером з вмістом 0,1% Tween 
20 та вносини авідин, кон’югований з перок-
сидазою хрону у розведенні, рекомендованому 
виробником. Візуалізацію проводили фенілен-
діаміном у кінцевій концентрації 0,4 мг/мл у 
50 мМ фосфатно-цитратному буфері, pH 5,0. 
Вимірювали оптичне поглинання за довжини 
хвилі 450 нм.

Досліди проводили на білих нелінійних щу-
рах обох статей масою 160–200 г з дотриманням 
нормативів Конвенції з біоетики Ради Європи 
1997 року, Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, які використовуються для 
експериментальних та інших наукових цілей, 
загальним етичним принципам експериментів 
на тваринах, ухвалених Першим національним 
конгресом України з біоетики (вересень 2001 
року), інших міжнародних угод та національного 
законодавства у цій галузі.

Результати та їх обговорення

Дана робота спрямована на дослідження  
впливу алкоголю на антигенний склад сироваток 
крові. Для цього з сироватки крові контрольних 
щурів та тих, які зазнали хронічної алкогольної 

інтоксикації методом афінної хроматографії на  
протеїн А сефарозі були виділені фракції імуно
глобулінів класу IgG. Антитіла виділяли з сирова-
ток крові щурів, які отримували розчин етанолу 
протягом 10, 21 та 28 днів. Показано, що вміст 
антитіл у плазмі крові зростав під впливом ал-
коголю, досягаючи максимума на десятий день 
експерименту — 2,376±0,35 мг/мл. У контрольних 
зразках вміст антитіл становив 1,8±0,25 мг/мл.  
На 21 та 28 дні вміст IgG залишався підвищеним, 
складаючи 2,18±0,048 та 2,21±0,14 мг/мл відпо-
відно. Також було визначено загальний білок 
сироватки крові щурів. На 10 добу прийому ал-
коголю цей показник становив 73,3±1,5 мг/мл, у 
той час як норма складала (82,7±1,9 мг/мл), що 
на 11% вище показника, характерного для щурів 
з хронічною алкогольною інтоксикацією.

Для проведення досліджень на плашку на-
носили сироватку крові обох груп щурів. Для 
виявлення характеру взаємодії сироватку кро-
ві наносили у розведенні від 1:1000 до 1:10000 
для досягнення найбільш оптимальної густини 
антигенів на сорбуючій поверхні плашки, що 
робить їх доступними для контакту з антитілами. 
Попередньо біотинільовані фракції IgG, утворені 
в організмі умовно здорових тварин (IgGк) та тих, 
які вживали алкоголь (IgGа), використовували 
у концентрації 0, 01 мг/мл.

На рис. 1 наведено криву, яка відображає спо-
рідненість IgGк та IgGа до антигенів сироватки 
крові контрольних щурів.

Показано, що IgGа взаємодіють з контроль-
ною сироваткою значно гірше по відношенню до 
IgGк. Адсорбція IgGк при розведенні контроль- 
ної сироватки 1:10000 перевищує даний показ
ник для IgGа на 40%.

На нашу думку, взаємне розміщення обох 
кривих свідчить про те, що сироватка крові конт
рольних тварин не містить значної кількості 
антигенів фракції IgGа. Це можуть бути білки, 
кон’юговані з ацетальдегідом, такі молекули 
відсутні у сироватці крові відносно здорових 
тварин. Оскільки для проведення експерименту 
було використано однакові кількості фракцій 
IgGк та IgGа, отриманий результат свідчить 
про значну різницю у композиції антитіл у цих 
фракціях.

На наступному етапі було використано ана-
логічну модельну систему, але досліджували спо-
рідненість IgGк та IgGа до антигенів сироватки 
крові щурів з хронічною алкогольною інтокси-
кацією (рис. 2). Для роботи використовували 

Рис. 1. Спорідненість до антигенів сироватки крові контроль
них щурів: 1 — IgGк; 2 — IgGа
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сироватку крові, отриману на 10 добу прийому 
алкоголю. При дослідженні спорідненості IgGк 
до антигенів, утворених під впливом етанолу, 
було виявлено точку насичення, яка відповідала 
розведенню сироватки крові 1:5000. Для кривої, 
яка характеризує спорідненість IgGа до антигенів 
материнської сироватки, навпаки, характерне 
постійне зростання адсорбції зі збільшенням 
титру сироватки.

Такий результат може пояснюватись тим, що 
сироватка крові тварин з хронічною алкогольною 
інтоксикацією містить антигени, які є спільними 
для фракцій IgGк та IgGа. Проте, кількість цих 
антигенів значно варіює ддя обох випадків. Так, 
точка насичення кривої “1” вказує на те, що 
IgGк адсорбували усі цільові антигени. Кількість 
цих молекул є значно меншою, ніж кількість 
антигенів для IgGа, про що свідчить відсутність 
точки насичення кривої “2”. Адсорбція фракції 
IgGа продовжує зростати при розведенні анти-
гену 1:20000.

Висновки. Проведені дослідження вказують 
на значну різницю антигенного складу сироватки 
крові контрольних щурів та щурів з хронічною 
алкогольною інтоксикацією. У пулі IgG щурів 
з хронічною алкогольною інтоксикацією ви-
явлено антитіла, які відсутні у композиції IgG 
контрольних щурів. Дані антитіла можуть вза-
ємодіяти з білками плазми крові, змінюючи її 
характеристики, що супроводжується утворен-
ням комплексів антиген-антитіло та зміною 
ферментного складу.
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Исследование сродства IgG  
крыс с хронической алкогольной 
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сыворотки крови
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Показано, что сыворотки крови контрольных крыс и 
крыс с хронической алкогольной интоксикацией имеют 
разный антигенный состав. Установлено, что фракция 
IgG крыс с хронической алкогольной интоксикацией 
содержит антитела, которые отсутствуют в композиции 
IgG контрольных животных.

Study on affinity of IgG fraction of rats 
with chronic alcohol intoxication  

to antigenes of blood serum
N.K. Kravchenko, I.А. Stepanets,  
A.N. Savchuk, L.I. Ostapchenko

Summary. It was shown that the blood serum of control 
rats and rats with chronic alcohol intoxication have different 
antigen composition. IgG fraction of rats with chronic alcohol 
intoxication contained antibodies that were missed in the 
composition of control animals IgG.

Рис. 2. Спорідненість до антигенів сироватки крові щурів з 
хронічною алкогольною інтоксикацією: 1 — IgGк; 2 — IgGа


