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ПОЛУЧЕНИЕ БЕЛКОВЫх КОНъЮГАТОВ И мОНОКЛОНАЛЬНЫх АНТИТЕЛ  
ДЛЯ ИммУНОФЕРмЕНТНОГО АНАЛИЗА ТЕТРАцИКЛИНА

Аннотация. Разработаны методы контролируемой химической модификации бычьего сывороточного альбу-
мина и пероксидазы хрена, позволяющие вводить в белок как минимальное число модификаций для сохранения 
биологической активности в иммуноанализе, так и максимальное – для получения иммуногенов, а также варьи-
ровать линкер и сайт связывания антигена с белком для повышения специфичности иммунного ответа. Получены  
и охарактеризованы белковые конъюгаты тетрациклина. Проведена иммунизация мышей, выделены моноклональ-
ные антитела к тетрациклину, которые испытаны в иммуноферментном анализе тетрациклина. Чувствительность 
определения составила IC50=5 мкг/мл.
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PREPARATION OF PROTEIN CONJUGATES AND MONOCLONAL ANTIBODIES  
FOR IMMUNOASSAY OF TETRACYCLINE 

Abstract. We report herein on the methods to introduce a desirable number of modifications into bovine serum albumin 
and horseradish peroxidase in a controlled manner. The low modification to protein ratio is required when the biological activity  
of the enzyme has to be preserved, and the high modification to protein ratio is needed when producing immunogens.  
By varying the linker and the site of antigen binding with the carrier protein, we were able to produce the antibodies of high 
specificity. Protein conjugates of tetracycline were synthesized and characterized. Immunization of mice was carried out and 
monoclonal antibodies for immunoassay of tetracycline were obtained and tested in ELISA, IC50=5 ug/ml.
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Тетрациклины относятся к группе антибиотиков широкого спектра действия и эффективны  
в борьбе с различными грамотрицательными и грамположительными микроорганизмами. Од-
нако бесконтрольное применение тетрациклинов в ветеринарии вызывает опасения, так как на-
личие их остатков в продуктах питания приводит к повышению устойчивости микроорганизмов  
к антибиотикам [1]. 

Традиционно для определения содержания антибиотиков, в частности тетрациклина, при-
меняют хроматографические методы [2–4], проточно-инжекционные методы [5], капиллярный 
электрофорез [6]. Данные методы хороши для точной идентификации искомого соединения или 
определения одновременно нескольких веществ. Однако они имеют множество недостатков:  
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требуются дорогостоящее оборудование, высококвалифицированный персонал, длительная про-
боподготовка. Поэтому на смену им приходят экспрессные иммунохимические методы анализа 
[7–10]. Опубликован ряд работ, посвященных синтезу иммуногенных конъюгатов тетрациклина, 
однако, в большинстве своем они представляют собой использование карбоксильных производ-
ных тетрациклина [1, 11] или кросс-связывающих реагентов (фомальдегид, глутаровый альде-
гид, бензидин) [1, 11, 12].

Цель данной работы – разработка альтернативных методов синтеза гаптенов (функционали-
зированных молекул тетрациклина) и получения их конъюгатов с бычьим сывороточным аль-
бумином (БСА), применяемым в качестве высокомолекулярного белка-носителя для последую-
щей иммунизации и получения антител к антибиотикам тетрациклинового ряда, и пероксидазой 
хрена, используемой в качестве метки в различных видах иммуноферментного анализа (рис. 1).

материалы и оборудование. В работе использовали гидрохлорид тетрациклина, гидрохлорид 
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида (EDC∙HCl), N-гидроксисукцинимид, ди-трет-
бутилдикарбонат (Fluka); 3-(проп-2-ин-1-илокси)пропан-1-амин, гидразид азидомасляной ки-
слоты, гидразид оксимасляной кислоты (Aurora Fine Chemicals); 4-аминобензойную кислоту, 
3-аминобензойную кислоту, 3-амино-5-нитробензойную кислоту, аскорбат натрия, азид натрия, 
диизопропилэтиламин (DIPEA), тетраметилбензидин (ТМБ), трис(3-гидроксипропилтриазолил-
метил)амин (THPTA), полный адьювант Фрейнда (ПАФ), неполный адьювант Фрейнда (НАФ), 
этилендиаминтетрауксусной кислоты динатриевую соль (Aldrich); натрий-фосфатный буфер (НФБ), 
твин-20 (Roth); БСА (J.T.Baker); антитела, специфичные к тетрациклину (Ridascreen); гидроксид 
натрия (ч.д.а.), хлорид натрия (х.ч.), периодат натрия (ч.д.а.), сульфат натрия (х.ч.), карбонат на-
трия (х.ч.), гидрокарбонат натрия (х.ч.), нитрит натрия (х.ч.), перекись водорода (30 %) ГОСТ 177-88, 
аммиака 25 %-ный водный раствор (ч.д.а.), сульфат меди (х.ч.).

Метанол, этанол, уксусную кислоту, этилацетат, диоксан, диэтиловый эфир, ацетон, хлористый  
метилен, пиридин, триэтиламин, ДМСО очищали перегонкой и при необходимости абсолюти- 
зировали по описанным методикам [13].

УФ-спектры регистрировали на спектрофотометре «СОЛАР РВ2201». Для колоночной гель-
фильтрации использовали Sephadex G-25 (Pharmacia Fine Chemiсals); для иммуноферментного 
анализа – 96-луночные полистирольные планшеты «Costar». Оптическую плотность в лунках 
планшета регистрировали на фотометре «BIOTEK EL×800».

Синтез гаптенов.
Гаптен тетрациклина 2a. 20 мг (146 мкмоль) 4-аминобензойной кислоты растворили в 1 мл  

0,2 N HCl, охладили до 0 °С, добавили раствор 12 мг (174 мкмоль) NaNO2 и перемешивали  
при 0 °С 1 ч. Затем добавили 300 мкл 3 М раствора мочевины, перемешивали 15 мин. 72 мг  
(146 мкмоль) гидрохлорида тетрациклина растворили в 0,5 М боратном буфере с pH 8,5, охладили  
до 0 °С и добавили к этой смеси раствор соли диазония. Реакционную смесь подщелачивали  
до pH 9,5 и перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере аргона. Затем добавили 30 мг (160 мкмоль) 
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида гидрохлорида, перемешивали 15 мин, добавили  
20 мг (180 мкмоль) N-гидроксисукцинимида и перемешивали 30 мин. Полученный активирован- 
ный эфир диазопроизводного 2a в конъюгацию с БСА вводили без выделения.

Гаптен тетрациклина 2b. 20 мг (146 мкмоль) 3-аминобензойной кислоты растворили в 1 мл  
0,2 N HCl, охладили до 0 °С, добавили раствор 12 мг (174 мкмоль) NaNO2 и перемешивали при 0 °С  
1 ч. Затем добавили 300 мкл 3 М раствора мочевины и перемешивали 15 мин. 72 мг (146 мкмоль) 
гидрохлорида тетрациклина растворили в 0,5 М боратном буфере с pH 8,5, охладили до 0 °С  
и добавили раствор соли диазония. Реакционную смесь подщелачивали до pH 9,5 и перемеши- 
вали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере аргона. Затем добавили 30 мг (160 мкмоль) 1-этил-3-
(3-диметиламинопропил)карбодиимида гидрохлорида, перемешивали 15 мин, добавили 20 мг  
(180 мкмоль) N-гидроксисукцинимида и перемешивали 30 мин. Активированный эфир диазо- 
производного 2b в конъюгацию с БСА вводили без выделения.

Гаптен тетрациклина 2c. 24 мг (134 мкмоль) 3-нитро-5-аминобензойной кислоты раство- 
рили в 1 мл 0,2 N HCl, охладили до 0 °С, добавили раствор 12 мг (174 мкмоль) NaNO2 и пере- 
мешивали при 0 °С 1 ч. Затем добавили 30 мкл 3 М раствора мочевины, перемешивали 15 мин. 
77 мг (160 мкмоль) гидрохлорида тетрациклина растворили в 0,5 М боратном буфере с pH 8,5, 
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охладили до 0 °С и добавили к этому раствору раствор соли диазония. Реакционную смесь 
подщелачивали до pH 9,5 и перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере аргона. Затем 
добавили 34 мг (180 мкмоль) 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида гидрохлорида, 
перемешивали 15 мин, добавили 23 мг (200 мкмоль) N-гидроксисукцинимида и перемешивали  
30 мин. Активированный эфир диазопроизводного 2c в конъюгацию с БСА вводили без выделения.

4-амино-N-(3-(проп-2-ин-1-илокси)пропил)бензамид 3a. 75 мг (0,55 ммоль) 4-аминобензой- 
ной кислоты растворили в 10 мл пиридина, добавилили 140 мг (1,22 ммоль) N-гидроксисук- 
цинимида, 110 мг (0,53 ммоль) дициклогексилкарбодиимида и 140 мг (1,22 ммоль) 3-(проп-2-ин-
1-илокси)пропан-1-амина. Перемешивали 24 ч, растворитель удалили при пониженном давле- 
нии и выделили при помощи колоночной хроматографии 85 мг продукта в виде коричневого 
порошка (67 %).

3-нитро-5-амино-N-(3-(проп-2-ин-1-илокси)пропил)бензамид 3c. 100 мг (0,55 ммоль) 
3-нитро-5-аминобензойной кислоты растворили в 10 мл пиридина, добавили 140 мг (1,22 ммоль) 
N-гидроксисукцинимида, 110 мг (0,53 ммоль) дициклогексилкарбодиимида и 140 мг (1,22 ммоль)  
3-(проп-2-ин-1-илокси)пропан-1-амина. Перемешивали 24 ч, растворитель удалили при пони- 
женном давлении и выделили при помощи колоночной хроматографии 100 мг продукта в виде 
оранжевого порошка (60 %).

Гаптен тетрациклина 4a. 59 мг (0,25 ммоль) 4-амино-N-(3-(проп-2-ин-1-илокси)пропил)бен- 
замида 3a растворили в 2 мл 0,2 N HCl, охладили до 0 °С, добавили раствор 52 мг (0,75 ммоль) 
NaNo2 и перемешивали при 0 °С 1 ч. Затем добавили 200 мкл 3 М раствора мочевины, пере- 
мешивали 15 мин. 144 мг (0,30 ммоль) гидрохлорида тетрациклина растворили в 0,5 М борат- 
ном буфере с pH 8,5, охладили до 0 °С и добавили к этому раствору раствор соли диазония. 
Реакционную смесь подщелачивали до pH 9,5, перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере 
аргона и без выделения вводили в конъюгацию с БСА.

Гаптен тетрациклина 4c. 0,59 мг (2,33 мкмоль) 3-нитро-5-амино-N-(3-(проп-2-ин-1-илокси)
пропил)бензамида 3c растворили в 100 мкл 0,2 N HCl, охладили до 0 °С, добавили раствор  
0,56 мг (8,12 мкмоль) NaNO2 и перемешивали при 0 °С 1 ч. Затем добавили 20 мкл 3 М раствора 
мочевины, перемешивали 15 мин. 1,44 мг (3,00 мкмоль) гидрохлорида тетрациклина растворили 
в 0,5 М боратном буфере с pH 8,5, охладили до 0 °С и добавили к этому раствору раствор соли 
диазония. Реакционную смесь подщелачивали до pH 9,5, перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте  
в атмосфере аргона и без выделения вводили в конъюгацию с БСА.

Синтез конъюгатов.
Белковый конъюгат 5. 30 мг (0,45 мкмоль) БСА растворили в 0,2 N NaHCO3, охладили  

до 0 °С, добавили раствор 11,0 мг (16 мкмоль) N-гидроксисукцинимидного эфира тетрациклина 
2a и перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере аргона. После этого выделяли полученный 
конъюгат эксклюзионной гель-хроматографией, элюируя 10 мМ TEAA, pH 7,2.

Белковый конъюгат 6. 30 мг (0,45 мкмоль) БСА расторили в 0,2 N NaHCO3, охладили до 0 °С,  
добавили раствор 5,1 мг (22,5 мкмоль) N-гидроксисукцинимидного эфира азидомасляной кисло- 
ты в ДМСО и перемешивали 2 ч при 0 °С, после чего выделяли модифицированный БСА эксклю- 
зионной гель-хроматографией, элюируя 10 мМ триэтиламмоний ацетатным буфером (TEAA)  
pH 7,2. Затем добавляли 15,4 мг (22,5 мкмоль) тетрациклин-алкина 3a, 150 мкл 100 мМ TEAA, pH 7,2, 
100 мкл 100 мМ CuSO4, 110 мкл 10 мМ THPTA, 300 мкл 10 мМ аскорбата натрия и перемешивали 
48 ч в темноте в атмосфере аргона. Выделяли полученный конъюгат эксклюзионной гель-хрома- 
тографией 10 мМ TEAA, pH 7,2.

Белковый конъюгат 7. 30 мг (0,45 мкмоль) БСА растворили в 0,2 N NaHCO3, охладили  
до 0 °С, добавили раствор 11,0 мг (16 мкмоль) N-гидроксисукцинимидного эфира тетрациклина 
2b и перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере аргона. После этого выделяли полученный 
конъюгат эксклюзионной гель-хроматографией, элюируя 10 мМ TEAA, pH 7,2.

Белковый конъюгат 8. 30 мг (0,45 мкмоль) БСА растворили в 0,2 N NaHCO3, охладили  
до 0 °С и добавили раствор 11,6 мг (16 мкмоль) N-гидроксисукцинимидного эфира тетрациклина 
2c и перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере аргона. Полученный конъюгат выделяли 
эксклюзионной гель-хроматографией, элюируя 10 мМ TEAA, pH 7,2.
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Пероксидазный конъюгат 9. 0,5 мг (11,3 нмоль) пероксидазы из корня хрена растворили  
в 0,2 N NaHCO3, охладили до 0 °С, добавили раствор 0,083 мг (113 нмоль) N-гидроксисукцини- 
мидного эфира тетрациклина 2c и перемешивали 2 ч при 0 °С в темноте в атмосфере аргона. По- 
лученный конъюгат выделяли эксклюзионной гель-хроматографией, элюируя 10 мМ TEAA, pH 7,2.

Пероксидазный конъюгат 10. 0,5 мг (11,3 нмоль) пероксидазы из корня хрена растворили 
в 450 мкл воды, добавили 50 мкл 0,1 М раствора NaIO4 и перемешивали 30 мин. Окисленную 
пероксидазу из корня хрена выделяли эксклюзионной гель-хроматографией, элюируя 1 мМ 
TEAA, pH 5,0. Затем добавляли 0,002 мг (16 нмоль) гидразида азидомасляной кислоты, 10 мкл  
1 М TEAA, pH 9,2 и перемешивали 12 ч, после чего добавляли избыток гидразида оксимасляной 
кислоты, перемешивали еще 2 ч и выделяли высокомолекулярную фракцию эксклюзионной гель-
хроматографией, элюируя 10 мМ TEAA, pH 7,2. Добавляли 0,083 мг (113 нмоль) тетрациклин-
алкина 3c, 15 мкл 10 мМ TEAA, pH 7,2, 10 мкл 10 мМ CuSO4, 11 мкл 10 мМ THPTA, 30 мкл  
10 мМ аскорбата натрия и перемешивали 48 ч в темноте в атмосфере аргона. Полученный 
конъюгат выделяли эксклюзионной гель-хроматографией 10 мМ TEAA, pH 7,2.

Получение антител. Самок мышей Balb/C в возрасте 10–12 недель иммунизировали внутри- 
брюшинно по схеме, представленной в таблице. Титр специфических антител в плазме крови 
мышей опреледяли на 10-е сутки после второй и последующих иммунизаций методом непрямого 
ИФА, сорбируя на твердой фазе конъюгат 7. Мышиные МКА получали с помощью гибридомной 
технологии слиянием иммунных спленоцитов мыши, у которой выявлялся наибольший титр 
специфических антител, с миеломными клетками P3X63/Ag8.653 [14, 15].

Схема иммунизации мышей
Mice immunization scheme

Номер иммунизации Интервал, сут Количество иммуногена, мкг Адьювант Иммуноген

1 50 ПАФ 6
2 28 25 НАФ 6
3 20 25 НАФ 5
4 21 25 НАФ 5

Непрямой иммуноферментный анализ. В лунки полистирольного планшета вносили 
конъюгаты 7, 8 по 100 мкл с концентрацией 1 мкг/мл в 0,1 М карбонатном буфере, pH 9,6. 
Сорбировали 2 ч при 37 °С, отмывали планшет 3 раза раствором НФБ, содержащим 0,1 % 
твин-20 (НФБ-твин-20). Добавляли по 100 мкл раствора плазмы в блокирующем буфере (НФБ, 
содержащий 0,1 % твин-20 и 1 % БСА) и инкубировали 50 мин при 37 °С при перемешивании, 
отмывали планшет 3 раза раствором НФБ-твин-20. Добавляли по 100 мкл раствора кроличьих 

Рис. 1. Схема прямого и непрямого конкурентного ИФА
Fig. 1. Direct and indirect ELISA schemes
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антивидовых антител, меченных пероксидазой из корня хрена, инкубировали 30 мин при 37 °С  
и перемешивании, отмывали планшет 4 раза раствором НФБ-твин-20. Затем добавляли по 100 мкл  
субстрата ТМБ, инкубировали 10 мин при 37 °С. Останавливали реакцию 100 мкл 5 % H2sO4  
и измеряли оптическую плотность раствора в лунках при 450 нм.

Прямой иммуноферментный анализ. В лунки полистирольного планшета вносили по 100 мкл 
кроличьих антивидовых антител в 0,1 М карбонатном буфере, pH 9,6, сорбировали 2 ч при 
37 °С, отмывали планшет 3 раза раствором НФБ-твин-20. Затем вносили по 100 мкл раствора 
положительных клонов в блокирующем буфере в разведении 1:100, инкубировали 1 ч при 37 °С, 
отмывали планшет 3 раза раствором НФБ-твин-20. Добавляли по 50 мкл раствора конъюгатов  
9, 10 и 50 мкл стандартного раствора тетрацилкина в НФБ, инкубировали 1 ч при 37 °С, отмыва- 
ли планшет 4 раза раствором НФБ-твин-20. Добавляли по 100 мкл субстрата ТМБ, инкубиро- 
вали 10 мин при 37 °С. Останавливали реакцию 100 мкл 5 % H2sO4 и измеряли оптическую 
плотность раствора в лунках при 450 нм (рис. 1).

Результаты и их обсуждение. Так как молекула тетрациклина довольно мала (444,5 г/моль)  
для самостоятельной генерации иммунного ответа, для получения специфических антител не- 
обходимо синтиезировать конъюгаты гаптена с белком-носителем. Структура таких конъюгатов, 
выступающих в роли иммуногенов, играет важную роль в формировании иммунного ответа. 
На первом этапе были синтезированы гаптены, позволяющие осуществить различные подходы 
к синтезу конъюгатов, тем самым исключив влияние пространственной вставки на получаемые 
антитела. Одним из таких подходов является получение карбоксильных производных по опи-
санной ранее реакции азосочетания тетрациклина с аминобензойной кислотой [11]. За основу  
конструкции линкеров мы взяли пара-аминобензойную кислоту 1a, а также ее производные  
с измененным положением аминогруппы 1b и дополнительно содержащее нитрогруппу 1c, с по-
следующим получением их активированных эфиров 2a–c (рис. 2).

Современным эффективным подходом к синтезу конъюгатов гаптенов с белками является 
применение биортогональных реакций, в частности клик-химии – медь-катализируемого дипо-
лярного циклоприсоединения азидов к алкинам. Для этого по реакции азосочетания были по-
лучены гаптены 4a, 4c (рис. 3), содержащие терминальную ацетиленовую группу (3a, 3c). Мы 
установили, что в условиях получения амида не требуется постановка защитной группы на ами-
ногруппу аминобензойной кислоты, поскольку реакция идет избирательно по алифатической 
аминогруппе пропинилоксипропиламина. Двухстадийный формат реакции без выделения про-
межуточного продукта и без постановки защиты на аминогруппу позволил сократить количест-
во стадий и повысить общий выход продукта.

Синтез конъюгатов тетрациклина с БСА проводили с использованием обоих подходов: реак-
ции аминогрупп белка с активированными производными тетрациклина и клик-химии с пред-

Рис. 2. Схема синтеза активированных эфиров тетрациклина
Fig. 2. synthesis of activated tetracycline esters
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варительной модификацией БСА азидными группами (рис. 4). Состав конъюгатов оценивали  
по УФ и МАЛДИ-МС спектрам. Степень модификации составила 15–20 молекул тетрациклина 
на молекулу белка. 

Для иммунизации мышей были выбраны конъюгаты 5 и 6. Выделенные индивидуальные 
клоны тестировали в непрямом ИФА. По результатам проверки были выбраны клоны, которые 
обладали антигенсвязывающими свойствами по отношению к тетрациклину, не проявляли пере-
крестной активности на линкер и белок-носи-
тель и обладали максимальным титром. Этого 
удалось достичь, используя для сорбции на 
твердой фазе конъюгаты 7 и 8 с изменениями  
в структуре линкера по сравнению с конъюга-
тами, которыми проводилась иммунизация.

Для прямого варианта ИФА с использова-
нием аналогичных подходов были синтезиро-
ваны конъюгаты тетрациклина с пероксидазой 
из корня хрена (рис. 5). Состав полученных 
конъюгатов оценивали по УФ и МАЛДИ-МС 
спектрам. Степень модификации составила 1–2 
молекулы тетрациклина на молекулу фермен-
та. Кривую конкурентного титрования моно-
клональных антител, представленную на рис. 5, 
получали в 5 повторах с использованием пе-
роксидазного конъюгата 10. Чувствительность 
определения составила IC50=5 мкг/мл.

Рис. 3. Схема синтеза алкин-производных тетрациклина
Fig. 3. Synthesis of alkyne-derivatives of tetracycline

Рис. 4. Структуры линкеров в конъюгатах тетрациклина с БСА и пероксидазой
Fig. 4. Structures of linkers in tetracycline conjugates with BSA and peroxidase

Рис. 5. Калибровочный график прямого ИФА  
тетрациклина с моноклональными антителами

Fig. 5. Calibration curve of direct tetracycline ELISA  
with monoclonal antibodies
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Заключение. Синтезирован ряд производных тетрациклина, модифицированных карбоксиль-
ными и ацетиленовыми группами, которые позволили реализовать сайт-специфическую конъ-
югацию тетрациклина с белком-носителем и ферментом. Изменение положения аминогруппы  
в линкере и дополнительное введение нитрогруппы позволяет избежать влияния пространствен-
ной вставки на формирование иммунного ответа. Иммунизация синтезированными конъюгатами 
мышей линии Balb/C позволила получить моноклональные антитела, обладающие специфично-
стью к молекулам тетрацилкина в прямом иммуноферментном анализе. Установлено положи-
тельное влияние удлиненного линкера в пероксидазном конъюгате на результаты прямого им-
муноферментного анализа. Разработанные методы синтеза конъюгатов с использованием клик-
химии могут быть использованы для получения новых высокоэффективных иммуногенов.
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