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Флуоресцентно меченный и конъюгированный (стрепт)авидин широко используется для визуа-
лизации биотинилированных молекул в иммунологических анализах и гистохимии. В  пред-
ставленной работе показано, что кроме биотина, эти белки связывают ряд гликанов, в том 
числе фрагменты гликопротеиновых и гликолипидных цепей млекопитающих, в частности, 
антигены системы крови АВО, олиголактозамины, 6-О-сульфатированные олигосахариды.  
Это взаимодействие дозозависимо ингибируется гликанами в полимерной (но не в мономер-
ной) конъюгированной форме на уровне микромолярной концентрации, т.е. требует полива-
лентности. С учётом кластерной организации гликанов клетки (гликопротеинов и гликолипи-
дов), при исследовании объектов, содержащих углеводы, это свойство является потенциальным 
источником ошибки, которую можно предотвратить, избегая большого избытка (стрепт)ави-
дина в аналитической системе.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: стрептавидин, авидин, гликоконъюгаты, гликаны, гликановый эррей, 
микрочип.
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Принятые сокращения: ПХ  – пероксидаза хрена; 
ФСБ  – фосфатно-солевой буфер.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

(Стрепт)авидин широко используется в 
огромном количестве тест-систем благодаря уни-
кально высокой (10−14  М) константе связывания с 
биотином  [1]. Однако биотин является не един-
ственным его лигандом; ранее было описано 
низкоаффинное взаимодействие с нуклеозида-
ми  [2] и пептидами  [3], а моносахарид манноза 
ингибировал на миллимолярном уровне взаимо-
действие как стрептавидина, так и авидина с 
биотинилированным кальретикулином при из-
учении гликан-связывающих свойств последнего 
с помощью планшетного твердофазного метода 
анализа и блот-анализа  [4]; аналогичная актив-
ность была продемонстрирована для сахарозы [5], 
мальтозы [6] и глюкозы [7]. Несмотря на наличие 

литературных данных, подавляющее большин-
ство специалистов в области биоаналитической 
химии не учитывает риск побочного взаимодей-
ствия (стрепт)авидина с гликанами. Лишь обнару-
жив такое неожиданное взаимодействие, авторы 
настоящей работы провели литературный поиск и 
нашли цитированные выше статьи. Последующее 
целенаправленное исследование, проведённое с 
помощью таких вариантов твердофазного ана-
лиза, как представительный гликановый эррей 
(в формате микрочипа) и планшетный анализ, 
показало, что (стрепт)авидин взаимодействует со 
многими гликанами, в том числе характерными 
для тканей и клеток млекопитающих.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Соли и другие неорганические реагенты были 
производства компании «Sigma-Aldrich» (Сент-
Луис, Миссури, США).
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Гликановый эррей. Гликановый эррей, содер-
жащий 174 аминоспейсерированных гликана и 
соответствующие им полиакриламидные глико-
конъюгаты, Glyc-PAA, где Glyc  – остаток гликана, 
а РАА  – полиакриламид молекулярной массы 
~20  кДа («GlycoNZ», Окленд, Новая Зеландия), 
печатали в формате микрочипа (далее термины 
«гликановый эррей», «микрочип» и «чип» будут 
использованы как эквивалентные) методом робо-
тизированного нанесения бесконтактным прин-
тером sciFLEXARRAYER  S5 («Scienion», Берлин, 
Германия) 0,9  нл растворов гликанов или РАА-
конъюгатов в буфере для печати (300  мМ фос-
фатный буфер, рН  8,5, содержащий 0,001%-ный 
Tween-20) на стёкла размером 25  ×  75  мм, акти-
вированные N-гидроксисукцинимидом (Slide  H, 
«Schott Nexterion», Йена, Германия). Концентрация 
гликанов в буфере для печати составляла 50 мкМ. 
Все лиганды были напечатаны в шести повторах. 
Размер наносимых пятен ~80  мкм. После печати 
чипы инкубировали в течение 1 ч при комнатной 
температуре и 75%-ной влажности. Затем, соглас-
но протоколу производителя активированных 
слайдов, оставшиеся N-гидроксисукцинимидные 
группы блокировали погружением чипов в бло-
кировочный буфер (25  мМ этаноламин в 100  мМ 
боратном буфере, содержащий 0,2%-ный Tween-20, 
рН 8,5) на 1,5 ч. Контроль иммобилизации лиган-
дов осуществляли с помощью поликлональных 
антител сыворотки крови человека, а также с 
использованием наборов растительных лектинов 
и моноклональных антител (как описано, напри-
мер, в работе Obukhova et  al.  [8]).

Взаимодействие стрептавидина с глика-
нами чипа. 1 мл раствора стрептавидина, мечен-
ного красителем Alexa 555 («Invitrogen», Карлсбад,  
Калифорния, США), в концентрации 1  мкг/мл 
(18  нМ) в фосфатно-солевом буфере (ФСБ, «Эко-
Сервис», Санкт-Петербург, Россия), содержащем 
0,1%-ный (v/v) Tween-20 («Sigma-Aldrich») (ФСБ-0,1%), 
наносили на чип (предварительно смоченный в 
ФСБ-0,1% в течение 10 мин при комнатной темпе-
ратуре) и инкубировали в течение 1  ч при 37  °C 
и 75%-ной влажности. Затем чип дважды про-
мывали ФСБ, содержащим 0,05%-ный Tween-20, 
и, на заключительном этапе, бидистиллирован-
ной водой, после чего высушивали центрифуги-
рованием и сканировали (разрешение 10  мкм) 
с помощью флуоресцентного сканера InnoScan 
1100 AL («Innopsys», Карбон, Франция). Изображе-
ния преобразовывали в таблицу Excel с помощью 
программного обеспечения ScanArray Express  4.0 
с использованием метода фиксированных колец 
(«PerkinElmer», Шелтон, Коннектикут, США) и 
GAL-файла. Результаты представляли в виде ме-
дианы относительных единиц флуоресценции 
(ОЕФ). Сигналы величины, в 10 раз превышающей 

ОЕФ фона (сигналы от пятен, не содержащих гли-
канов), считали значимыми.

Взаимодействие рицинового агглютинина 
(RCA  120) с гликанами чипа. 1  мл раствора био-
тинилированного RCA  120 («Vector Laboratories», 
Ньюарк, Калифорния, США) в концентрации 
10  мкг/мл в ФСБ-0,1% наносили на микрочип и 
инкубировали в течение 1  ч при 37  °C и 75%-ной 
влажности с последующей промывкой ФСБ-0,05%. 
Затем наносили 1  мл раствора стрептавидина, 
меченного Alexa  555 («Invitrogen»), в концентра-
ции 1  мкг/мл (18  нМ) или 0,1  мкг/мл (1,8  нМ) в 
ФСБ-0,1% и инкубировали в течение 1  ч при 37  °C 
и 75%-ной влажности. Затем были выполнены по-
следующие этапы, как описано в разделе «Взаимо-
действие стрептавидина с гликанами чипа».

96-Луночный твердофазный анализ. Взаи-
модействие стрептавидина и авидина с гли-
коконъюгатами. Прямое связывание. В  лун-
ки планшетов (NUNC Maxisorp, «Thermo Fisher  
Scientific», Уолтем, Массачусетс, США) вноси-
ли по 100  мкл растворов конъюгатов Glyc-РАА 
(«GlycoNZ») в двух повторах, в двукратном раз-
ведении, начиная с 20  мкг/мл, в 0,05  М Na-карбо-
натном буфере, рН 9,6, и инкубировали в течение 
1 ч при 37  °C, после чего вносили 120 мкл 1%-ного 
бычьего сывороточного альбумина, БСА («Sigma-
Aldrich»), в ФСБ и выдерживали в течение 1 ч при 
37  °C. Затем лунки трижды промывали ФСБ-0,05%, 
после чего прибавляли 100  мкл раствора стреп-
тавидина, меченного пероксидазой хрена (ПХ), 
cтрептавидина-ПХ («Southern Biotech», Бирмин-
гем, Алабама, США), или авидина-ПХ («BioLegend», 
Сан-Диего, Калифорния, США) в концентрации 
0,1  мкг/мл (1,8  нМ) в ФСБ, содержащем 0,3% БСА 
(ФСБ-0,3% БСА), и инкубировали в течение 1  ч 
при 37  °C. После промывки, как описано выше, 
проводили оценку ферментативной активности 
пероксидазы путём 30-минутной инкубации с бу-
фером, состоящим из 0,1  М фосфата натрия/0,1  М 
лимонной кислоты, содержащим 0,04%-ный о-фе-
нилендиамин и 0,03%-ную H2O2 (100  мкл/лунка), 
что сопровождалось изменением цветности суб-
стратного раствора. Реакцию останавливали до-
бавлением в лунки планшета 50  мкл 1  М H2SO4. 
Оптическую плотность (ОП) регистрировали при 
длине волны 492  нм с помощью многофункцио-
нального планшетного анализатора Wallac Victor2 
1420 («PerkinElmer», Шелтон, Коннектикут, США). 
Все эксперименты проводили дважды, разброс 
между значениями не превышал 10%.

Ингибирование взаимодействия стрепта-
видина с гликоконъюгатами. В лунки план-
шетов вносили по 100  мкл раствора конъюгата 
GlcNAcα-РАА в концентрации 10  мкг/мл в 0,05  М 
Na-карбонатном буфере, рН  9,6, после чего лунки 
блокировали и промывали, как указано в разделе 
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«Взаимодействие стрептавидина и авидина с гли-
коконъюгатами. Прямое связывание». Последова-
тельные двукратные разведения ингибиторов  – 
гликанов в спейсерированной или в РАА-форме 
(50  мкл/лунка, начальная концентрация 0,5 мМ по 
Glyc в ФСБ-0,3% БСА)  – добавляли одновременно 
со стрептавидин-ПХ (0,2  мкг/мл, 50  мкл/лунка) в 
ФСБ-0,3% БСА, и планшет инкубировали в течение 
1  ч при 37  °C, трижды промывали промывочным 
буфером, затем проводили измерение фермента-
тивной активности пероксидазы, как указано в 
разделе «Взаимодействие стрептавидина и ави-
дина с гликоконъюгатами. Прямое связывание».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С помощью микрочипа обнаружено, что 
флуоресцентно меченный стрептавидин взаимо-
действует с несколькими десятками моно- и оли-
госахаридов, иммобилизованных на чипе (около 
50 из 174). На рис. 1 показаны 15 наиболее актив-
ных (топовых) гликанов, включая мальтозу, свя-
зывание которой со стрептавидином наблюдалось 
ранее  [6], более подробно эти данные приведены 
в Приложении  1. Интенсивность сигналов была 
сравнима с интенсивностью «канонических» уг-
леводсвязывающих белков  – лектинов (что пока-
зано, например, в работах Ahmad et  al. и Shilova 
et  al.  [9,  10]).

Среди связывающих гликанов отметим анти-
гены группы крови АВО  – олигосахариды  В и Н, 
олиголактозамины, а также 6-О-сульфатирован-
ные олигосахариды, то есть те, которые типичны 
для гликопротеинов и гликолипидов человека.

С помощью 96-луночного твердофазного ана-
лиза, который включал семь гликанов, проявив-
ших активность в составе чипа, была показана 
концентрационная зависимость взаимодействия 
(рис.  2,  а).

Взаимодействие с гликанами было вос-
производимым при использовании стрепта-
видина разных производителей («Invitrogen», 
«SouthernBiotech» и «Sigma-Aldrich») с разными 
метками (ПХ и Alexa 555). Подобно стрептавидину, 
авидин взаимодействовал с GlcNAcα, трисахари-
дом  Н типа  3 и сульфатированными гликанами 
(данные не показаны).

Согласно проведённому ингибиторному ана-
лизу, взаимодействие стрептавидина с углево-
дами дозозависимо ингибируется конъюгатами 
Glyc-РАА в диапазоне концентраций (по глика-
ну) от 15 до 500  мкМ, как показано на примере 
GlcNAcα-РАА – гликоконъюгата, проявившего мак-
симальную активность как на микрочипе, так и 
в планшетном твердофазном анализе. Отметим,  
что GlcNAcβ-РАА такого действия не оказывал 
(рис.  2,  б). Мономерные (неконъюгированные) 
гликаны не оказывали ингибирующего действия 
в этом диапазоне концентраций, т.е. взаимодей-
ствие требует поливалентности, которая, по-ви-
димому, реализуется всеми свободными (т.е. не 
занятыми меткой или ПХ) субъединицами стреп-
тавидина, с одной стороны, и множеством копий 
остатка Glyc, присоединённого к полимерной 
цепи, – с другой. Сайт связывания белка с глика-
ном не совпадает с сайтом связывания биотина, 
в противном случае биотин вытеснил бы значи-
тельно менее аффинный гликан в используемой 
тест-системе, чего не происходило.

Рис.  1. Гликаны, показавшие наилучшее взаимодействие со стрептавидином, меченным Alexa  555 (в кон-
центрации 1  мкг/мл). Гликановый эррей состоял из 174  гликанов, иммобилизованных в виде полиакрил-
амидных конъюгатов, Glyc-РАА  [11]. Максимально возможное значение флуоресценции (ОЕФ) в этой ана-
литической системе составляет около 65  000; сигналы от пятен, не содержащих лигандов, то есть фон, 
не  превышают 100  ОЕФ. Все моносахариды, за исключением рамнозы, являются D-пиранозами. Тривиаль-
ные названия олигосахаридов приведены в круглых скобках. См. подробнее в Приложении  1
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Рис. 2. Взаимодействие стрептавидина, меченного ПХ (в концентрации 0,1 мкг/мл), с конъюгатами Glyc-РАА: 
а  – концентрационная зависимость взаимодействия с гликоконъюгатами, иммобилизованными в лун-
ках 96-луночного планшета; б  – дозозависимое ингибирование взаимодействия меченого стрептавидина 
с  иммобилизованным GlcNAcα-РАА с помощью GlcNAcα-РАА и GlcNAcβ-РАА, а также неконъюгированными  
GlcNAcα-sp и GlcNAcβ-sp (sp  – спейсер). ОП  – оптическая плотность

Рис.  3. Снижение концентрации стрептавидина при визуализации связывания RCA120 с его лигандами 
не  повлияло ни на общую интенсивность сигнала, ни на профиль взаимодействия. Коэффициент корреля-
ции Пирсона равен 0,92. См. подробнее в Приложении  2

Следует отметить, что диапазон микромо-
лярных концентраций типичен для углеводных 
ингибиторов антигликановых антител и лекти-
нов и соответствует микромолярному диапазону 
констант аффинности  [9, 10, 12], которые доста-
точно высоки, чтобы от нежелательного связыва-
ния стрептавидина с углеводом можно было бы 
освободиться с помощью интенсификации стадии 
промывки комплекса при проведении анализа.

Высокая аффинность биотина по отношению 
к стрептавидину создаёт предпосылку уменьше-
ния концентрации стрептавидиновых реагентов 
в аналитических системах, чтобы тем самым  
без потери аналитического сигнала понизить 
нежелательное связывание с гликанами. Чтобы 
проверить такую возможность, биотинилирован-
ный лектин RCA120 был проявлен с помощью 
флуоресцентно меченного стрептавидина в двух 
концентрациях  – 1  мкг/мл (используется обычно) 
и 0,1  мкг/мл. На рис.  3 показано, что десятикрат-
ное снижение концентрации в целом не вли- 
яло ни на интенсивность наблюдаемого сигнала, 
ни на профиль взаимодействия RCA120 c глика-
нами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Система (стрепт)авидин-биотин имеет мно-
голетнюю историю использования в качестве 
инструмента для детекции в различных анали-
тических системах. Наряду с многочисленными 
публикациями о её успешном использовании 
существуют работы, свидетельствующие о полу-
чении ложноположительных результатов при вы-
явлении антигенов человека и животных  [13–15]. 
Среди прочих причин в цитируемых работах об-
наруженные факты объясняли присутствием био-
тиноподобных молекул в тканях и/или влиянием 
эндогенных гликанов  [15]. Авторы  [16] отмечали, 
что использование стрептавидина в сэндвич-фор-
мате твердофазного анализа следует проводить с 
осторожностью из-за возможного влияния углево-
дов, содержащихся в образцах. При изучении су-
прамолекулярных конструктов на основе авидина 
были выдвинуты аналогичные объяснения  [6].

Наши исследования показали, что стрепта-
видин и авидин способны связываться с широ-
ким кругом гликанов, в том числе типичных 
для клеток млекопитающих. Несмотря на то, что 
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выявленные углеводные лиганды относятся к 
структурно разным классам, эти взаимодействия 
не являются неспецифическими, а скорее поли-
реактивными, что характерно для ряда лектинов.  
Очевидно, что в действительности круг (стрепт)-
авидин-позитивных гликанов ещё шире, поэтому 
необходимо проявлять осторожность при оценке 
результатов экспериментов, проводимых с ис-
пользованием этих белков в биоаналитических 
тест-системах. Отметим также, что взаимодей-
ствие (стрепт)авидина с гликанами в конкрет-
ной тест-системе будет зависеть от степени гли-
козилирования изучаемого объекта, присутствия 
детергентов и блокирующих агентов и множества 
других факторов.

Общим решением этой проблемы являет-
ся уменьшение количества конъюгированного 
(стрепт)авидина, который обычно берут в неоправ-
данном избытке (как показано в данном исследо-
вании), или применением конъюгата с полипер-
оксидазой, в котором содержание стрептавидина 
снижено. Следует также отметить, что исполь-
зование пары (стрепт)авидин-биотин не ограни-
чивается фундаментальными исследованиями и 
диагностикой in  vitro, (стрепт)авидиновая систе-
ма апробируется для доставки лекарств  [17,  18],  

где обнаруженная полиреактивность этих белков 
становится потенциальным источником побоч-
ных эффектов.
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Fluorescently labeled and conjugated (strept)avidin is widely used for imaging of biotinylated mol-
ecules in immunological assays and histochemistry. The presented article shows that in addition to 
biotin, these proteins bind a number of glycans, including fragments of glycoprotein and glycolipid 
chains of mammals, in particular, antigens of the ABO blood system, oligolactosamines, 6-O-sulfated 
oligosaccharides. This interaction is inhibited in a dose-dependent manner by glycans in a form of 
polymeric (but not monomeric) conjugates at the micromolar concentration level, i.e. requires poly-
valence. Taking into account the cluster organization of cell glycans (glycoproteins and glycolipids), 
when analyzing objects containing carbohydrates, this property is a potential source of error, that can 
be prevented by avoiding a large excess of (strept)avidin in the analytical system.
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