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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Традиционные методы обнаружения иммуноглобулинов G (IgG) в сыворотке 
крови основаны на применении антител, химически конъюгированных с ферментными 
или флуоресцентными метками. Эффективность таких методов ограничивается стери-
ческими помехами, возникающими в процессе химической конъюгации. В качестве аль-
тернативы для иммунофлуоресцентного анализа IgG предложены бифункциональные ги-
бридные белки Z‑mHoneydew и Z‑CyOFP1 на основе Z-домена белка A Staphylococcus aureus 
и ярких флуоресцентных белков mHoneydew и CyOFP1, которые сочетают способность 
связываться с IgG и интенсивную флуоресценцию, а их получение исключает этап химичес- 
кой конъюгации.
ЦЕЛЬ. Получение гибридных белков на основе Z-домена белка A для создания универ-
сальных флуоресцентных реагентов для обнаружения IgG в сыворотке крови.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Генетические конструкции pCCO-Z-mHoneydew и pCCO-Z-CyOFP1 полу-
чали методами молекулярного клонирования в вектор pCCO. Экспрессию белков Z-mHoneydew 
и Z-CyOFP1 (~35 кДа) проводили в Escherichia coli штамм M15. Белки очищали аффинной хрома-
тографией на Ni²+-NTA агарозе. Свойства белков изучали с использованием спектрофлуори-
метрии, иммуноферментного анализа (ИФА) и иммунофлуоресцентного анализа.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Генетические конструкции pCCO-Z-mHoneydew и pCCO-Z-CyOFP1 под контро-
лем промотора T5 кодируют гибридные белки со следующей структурой: Z-домен 
белка  A  — гибкий линкер (Ser-Ser-Ser-Gly-Ser-Ser-Ser-Gly)  — флуоресцентный белок 
mHoneydew или CyOFP1 — гексагистидиновая метка. При экспрессии выход растворимых 
белков составил ~37 мг/л (Z-mHoneydew) и ~6 мг/л (Z-CyOFP1) с чистотой ≥90%. Максимумы 
возбуждения и эмиссии Z‑mHoneydew зарегистрированы при длинах волн 480 и 536 нм 
соответственно со сдвигом эмиссии в синюю область на 26 нм относительно нативного 
mHoneydew (562 нм). Максимум возбуждения Z‑CyOFP1 зарегистрирован при 515 нм со 
сдвигом в красную область на 18 нм относительно нативного CyOFP1 (497 нм) при сохра-
нении максимума эмиссии. Методом ИФА показано дозозависимое связывание IgG c ги-
бридными белками. Для Z-mHoneydew линейная зависимость наблюдалась в диапазоне 
концентраций от 30 до 235 нг/мкл (R²=0,96), а для Z-CyOFP1 — от 15 до 250 нг/мкл (R²=0,97), 
что подтверждает способность гибридных белков связываться с IgG. Данные иммуно- 
флуоресцентного анализа указали на возможность обнаружения IgG, специфических 
к конъюгату бензо[а]пирена с бычьим сывороточным альбумином, в сыворотке крови 
кролика с использованием гибридных белков. Линейная зависимость для Z-mHoneydew 
наблюдалась в диапазоне разведений сыворотки 1:10–1:160 (R²=0,92), а для Z-CyOFP1 — 
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1:10–1:80 (R²=0,98), что свидетельствует о пригодности данных белков для обнаружения 
специфических антител в сыворотке крови.
ВЫВОДЫ. Гибридные белки Z‑mHoneydew и Z‑CyOFP1 сохраняют флуоресцентные свой-
ства и способность связываться с IgG, в том числе с IgG сыворотки крови, что перспек-
тивно с точки зрения разработки прототипов универсальных иммунофлуоресцентных 
тест-систем.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Traditional methods for detecting serum IgG rely on antibodies chemically 
conjugated to enzymatic or fluorescent tags. The efficiency of such methods may be limited by 
steric hindrance during chemical cross-linking. As an alternative, bifunctional hybrid proteins 
Z-mHoneydew and Z-CyOFP1, based on the Z-domain of Staphylococcus aureus protein A and 
bright fluorescent proteins mHoneydew and CyOFP1, combining the binding to IgG and intense 
fluorescence, have been proposed for IgG immunofluorescence analysis; their production ex-
cludes the stage of chemical conjugation.
AIM. This study aimed to produce hybrid proteins based on the Z-domain of protein A for the 
creation of universal fluorescent reagents for the detection of IgG in blood serum.
MATERIALS AND METHODS. The pCCO-Z-mHoneydew and pCCO-Z-CyOFP1 genetic constructs 
were created by molecular cloning in the pCCO vector. Z-mHoneydew and Z-CyOFP1 proteins 
(~35 kDa) were expressed in Escherichia coli strain M15. Protein purification was performed by 
affinity chromatography on Ni²+-NTA agarose. The protein properties were studied using spectro- 
fluorimetry, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and immunofluorescence assay.
RESULTS. Genetic constructs pCCO-Z-mHoneydew and pCCO-Z-CyOFP1 under the control of the 
T5 promoter encode chimeric proteins with the following structure: Z-domain of protein A — 
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flexible linker (Ser-Ser-Ser-Gly-Ser-Ser-Ser-Gly) — fluorescent protein mHoneydew or CyOFP1 — 
6×His tag. Soluble proteins were obtained with a yield of ~37 mg/L (Z-mHoneydew) and ~6 mg/L 
(Z-CyOFP1) with a purity ≥90%. For the Z-mHoneydew protein, excitation and emission maxima 
were observed at 480 and 536 nm, respectively; a 26 nm blue shift in emission was observed 
relative to native mHoneydew (562 nm). For Z-CyOFP1, the excitation maximum was recorded 
at 515 nm; an 18 nm red shift in excitation was observed relative to native CyOFP1 (497 nm), 
while maintaining the emission maximum. Dose-dependent binding of IgG to the hybrid pro-
teins was demonstrated using ELISA. A linear dependence was observed for Z-mHoneydew in 
the concentration range of 30–235 ng/μL (R²=0.96) and 15–250 ng/μL (R²=0.97) for Z-CyOFP1, 
confirming the capacity of the hybrid proteins to bind IgG. Immunofluorescence assay showed 
the feasibility of detecting IgG, specific to conjugate benzo[a]pyrene-bovine serum albumin, in 
rabbit serum using hybrid proteins. A linear relationship was observed for Z-mHoneydew in the 
serum dilution range of 1:10–1:160 (R²=0.92) and 1:10–1:80 (R²=0.98) for Z-CyOFP1, evidencing 
the suitability of hybrid proteins for detection of specific antibodies in blood serum.
CONCLUSIONS. Hybrid proteins Z-mHoneydew and Z-CyOFP1 retain fluorescent properties and 
the capacity to bind to IgG, including serum IgG, which is promising from the point of view of 
developing prototypes of universal immunofluorescent test systems.

Keywords:	 immunoglobulin G; immunofluorescence; immunoassay; ELISA; Z-domain; protein A; 
Staphylococcus aureus; mHoneydew; CyOFP1; hybrid proteins

For citation:	 Eliseykin A.M., Margatskiy I.V., Artemov V.E., Marushchak A.V., Ponkratenko I.S., Glushkov A.N., 
Studennikov A.E. Bifunctional hybrid proteins Z-mHoneydew and Z-CyOFP1 based on the 
Z-domain of Staphylococcus aureus protein A for immunofluorescence assay of immunoglobulins G  
in blood serum. Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026;26(2):196–207.  
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-746

Funding. This study was conducted by the Federal State Scientific Institute, Federal Research Centre for Coal and Coal Chemistry, Siberian 
Branch of the Russian Academy of Sciences, Institute of Human Ecology as part of the research and development work under State Assignment 
No. 1023032300035-4-3.1.3.
Disclosure. The authors declare no conflict of interest.

ВВЕДЕНИЕ
Одним из направлений совершенствования 

иммуноаналитических методов является разра-
ботка реагентов для селективного определения 
антител различных классов с использованием ан-
тиизотипических моноклональных или поликло-
нальных антител, получаемых из гипериммунных 
сывороток крови животных или гибридомных 
клеточных линий [1]. Получение таких анти-
тел  — трудоемкая и дорогостоящая процедура,  
поэтому возникает потребность в примене-
нии альтернативных реагентов с аналогичны-
ми функциями и более высокой стабильностью 
при меньших производственных затратах.

За последние два десятилетия внимание ис-
следователей привлекают иммуноглобулин-
связывающие белки патогенных микроорга-
низмов, такие как белки A, M и L [2], которые 
обладают природной способностью специфично 
связываться с определенными участками анти-
тел различных классов. Белок A, выделенный 
из Staphylococcus aureus, взаимодействует с Fc-
фрагментом иммуноглобулина G (IgG) [3]; белок 
M — с Fc-фрагментом IgM; белок L — с κ-цепями 
Fab-фрагмента. Основные преимущества дан-
ных белков заключаются в универсальности, 

высокой специфичности и простоте получения 
рекомбинантных вариантов в непатогенных 
организмах-продуцентах.

Наибольшее распространение в иммуно-
аналитических методах исследования, таких 
как вестерн-блоттинг и иммуноферментный ана-
лиз [4–6], получил белок A и его рекомбинант-
ные варианты, в частности Z-домен, созданный 
на основе B-домена белка A S. aureus [7]. Z-домен 
состоит из 58 аминокислотных остатков, образу-
ет три антипараллельные α-спирали [8] и обла-
дает аффинностью к Fc-участкам IgG [9]. Z-домен 
устойчив к протеазам и может быть экспрессиро-
ван в клетках Escherichia coli. Используя методы 
генной инженерии, можно создавать функцио
нальные гибридные белки с Z-доменом [10, 11].

Применение Z-домена в качестве универсаль- 
ного реагента в иммуноанализе [12, 13] подра-
зумевает его конъюгацию с ферментными 
метками, такими как щелочная фосфатаза 
или пероксидаза хрена (HRP). Данные фермен-
ты усиливают аналитический сигнал при исполь-
зовании соответствующих субстратов. Однако 
ферментные метки имеют следующие недостат-
ки: необходимость применения специфических 
субстратов, что усложняет и удорожает анализ; 
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потеря активности при неправильном хранении; 
снижение эффективности связывания и чув-
ствительности анализа из-за крупных размеров 
ферментов. Также исследователи часто обраща-
ются к альтернативным системам обнаружения, 
основанным на флуоресцентных метках [14]. 
Использование химических флуорофоров поз-
воляет напрямую детектировать флуоресцент-
ный сигнал меченого белка без применения 
субстратов; кроме того, они стабильны и при-
годны для мультиплексных форматов анализа. 
Тем не менее традиционные методы химиче-
ской конъюгации таких меток имеют недостатки 
вследствие того, что требуются дополнительные 
реагенты и большое количество белка, а также 
существует риск нарушения функций белка из-
за неспецифического присоединения меток [15].

Одним из возможных путей устранения ука-
занных недостатков является создание реком-
бинантных гибридных белков для иммуноана-
лиза  [16]. Гибридные белки могут объединять 
несколько функциональных доменов при сохра-
нении их свойств [17]. Особый интерес представ-
ляют генетические конструкции, кодирующие 
гибридные белки, содержащие естественные 
флуорофоры, например GFP-подобные белки [18]. 
Комбинирование естественных флуорофоров 
в качестве меток с белком-носителем без потери 
его функциональности делает такие конструк-
ции перспективными для биомедицинских ис-
следований и иммуноанализа [19]. В качестве 
еще одного преимущества стоит отметить ста-
бильность флуоресцентного сигнала. Это позво-
ляет проводить иммунофлуоресцентный анализ 
с получением воспроизводимых результатов. 
Разнообразие флуоресцентных белков дает 
возможность создавать мультиплексные систе-
мы  [20]. Несмотря на потенциальные преиму-
щества Z-домена для создания рекомбинантных 
флуоресцентных конструкций, аспекты разра-
ботки стабильных диагностических тест-систем 
на их основе для обнаружения сывороточных 
антител остаются малоизученными.

В литературе недостаточно данных о при-
менении подобных рекомбинантных белков 
для количественного определения сыворо-
точных IgG. Так, были найдены два исследо-
вания, посвященные использованию Z-домена, 
меченного флуоресцентными белками, пре-
имущественно в микроскопии [21, 22]; данные 
о разработках мультиплексных систем с исполь-
зованием меченного флуоресцентными белками 
Z-домена не обнаружены.

В свою очередь, использование различных 
флуоресцентных белков с уникальными спек-
тральными характеристиками в качестве меток 

дает возможность одновременно применять 
флуоресцентно-меченный Z-домен в одной про-
бе с другими мечеными конъюгатами. Создание 
универсального в применении флуоресцент-
ного реагента для обнаружения целевых IgG 
в сыворотке крови значительно упростит и уде-
шевит иммуноанализ, позволит повысить его 
воспроизводимость и откроет возможности 
для разработки прототипов тест-систем.

Цель работы — получение гибридных белков 
на основе Z-домена белка A для создания уни-
версальных флуоресцентных реагентов для об-
наружения IgG в сыворотке крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Образцы сыворотки крови

Гипериммунные сыворотки крови кроликов, 
которых иммунизировали отдельными конъюга-
тами полициклических ароматических углево-
дородов с бычьим сывороточным альбумином 
(ПАУ-БСА), получены ранее в нашей лаборато-
рии в соответствии с протоколом, описанным 
в работе [23]. Сыворотки, содержащие поли-
клональные антитела к конъюгатам ПАУ-БСА, 
хранили при 4 °C с добавлением натрия азида 
до финальной концентрации 0,02%. В экспери-
ментах использовали образец сыворотки кро-
ви кролика, иммунизированного конъюгатом 
бензо[а]пирена с БСА (БП-БСА) [24].

Сборка плазмидных конструкций для экспрессии 
Z-mHoneydew и Z-СyOFP1

Гены, кодирующие mHoneydew и CyOFP1, были 
амплифицированы методом ПЦР с использовани
ем ДНК-полимеразы PfuSe (НПО «СибЭнзим», Рос
сия). В качестве матриц использовали коммерче-
ски доступные плазмидные ДНК pNCS-mHoneydew  
и pKK-TEV-CyOFP1 (Addgene, США).

Для амплификации генов mHoneydew (696 п.н.) 
и CyOFP1 (702 п.н.), кодирующих белки с молеку-
лярными массами 26,2 и 26,3 кДа соответствен-
но, использовали праймеры F-mHondew  g-s 
и R-mHondw6his (табл. 1). ПЦР-продукты 
mHoneydew и CyOFP1 обрабатывали эндонукле-
азами BamHI и HindIII (НПО «СибЭнзим») в со-
ответствии с протоколом производителя. Ген Z 
(171 п.н.), кодирующий Z-домен белка А массой 
6,5 кДа, амплифицировали с использованием 
праймеров F-Za и R-Za (табл. 1). В качестве мат-
рицы использовали плазмиду pEZZ18 (Amersham, 
США). ПЦР-продукт гена Z обрабатывали эндо-
нуклеазами Bsp19I и BamHI.

Плазмиду pCCO линеаризовали рестриктаза-
ми Bsp19I и HindIII. Продукты рестрикции — гены 
Z, mHoneydew и CyOFP1 — лигировали с вектором 
pCCO в присутствии Т4-лигазы (НПО «СибЭнзим») 
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в соотношениях 1:1,5:1,5 для pCCO:Z:mHoneydew  
и 1:1,5:1,5  — pCCO:Z:CyOFP1. Полученные плаз-
мидные конструкции pCCO-Z-mHoneydew и pCCO-
Z-CyOFP1 проверяли ПЦР (праймеры CBD-F 
и R-mHondw6his). Дополнительно проводи-
ли секвенирование с использованием набора 
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, США) 
и праймеров CBD-F и R-T0term (табл. 1).

Трансформацию плазмидных конструкций 
в E.  coli штамм M15 осуществляли методом 
электропорации (Gene Pulser Xcell, Bio-Rad) 
при следующих условиях: кювета с зазором 
между электродами  — 0,1 см; напряжение  — 
1800 В; емкость  — 25 мкФ; сопротивление  — 
200 Ом; время продолжительности импульса  — 
от 5 до 5,2 мс.

Экспрессия и очистка Z-mHoneydew и Z-СyOFP1 
из E. сoli

Бактериальные штаммы E. coli M15, экспрес-
сирующие Z-mHoneydew и Z-CyOFP1, высева-
ли на агаризованную среду LB, содержащую 
150 и 50 мкг/мл ампициллина и канамицина со-
ответственно, и культивировали в течение 16 ч 
при 37 °C. Отобранными колониями инокулиро-
вали 5 мл бульона LB с добавлением тех же анти-
биотиков и выращивали в течение 16 ч при 37 °C 
и перемешивании при скорости 125 об/мин. 
Суспензионную культуру переносили в 1,5 л сре-
ды LB, содержащую антибиотики, инкубировали 
при 37 °C и скорости 125 об/мин до достижения 
значения оптической плотности суспензии 0,5  
при длине волны 600 нм. Экспрессию бел-
ков Z-mHoneydew и Z-СyOFP1 индуцировали 

добавлением изопропил β-D-тиогалактозида 
(ООО «Компания Хеликон», Россия) до конечной 
концентрации 1 мМ. После индукции культиви-
рование продолжали в тех же условиях в тече-
ние 16 ч.

Клеточную биомассу собирали центрифуги-
рованием при 2000 g в течение 20 мин при 4 °C 
и промывали охлажденным фосфатно-солевым 
буферным раствором, ФСБР (pH 7,5). Осадок ре-
суспендировали в 10 мл лизирующего буферного 
раствора, содержащего 30 мM Na2HPO4 (pH 8,0),  
300 мM NaCl, 20 мM имидазола, и разрушали 
ультразвуком (Sonics Vibracell, США) на льду. 
Растворимую фракцию выделяли путем цен-
трифугирования при 14000 об/мин (ротор 45 Ti,  
центрифуга Optima L-90K, Beckman Coulter, США) 
в течение 20 мин при 4 °C. Супернатант наноси-
ли на колонку, содержащую 2 мл Ni2+-NTA агаро-
зы (Serva, США), предварительно уравновешен-
ную лизирующим буферным раствором. Смолу 
промывали 10 мл буферного раствора, содер-
жащего 50 мM Na2HPO4 (pH 6,0), 300 мM NaCl,  
40 мM имидазол и 10% глицерин. Белки 
Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 элюировали буферным 
раствором, содержащим 50 мM Na2HPO4 (pH 6,0), 
300 мM NaCl, 150 мM имидазола и 10% глице-
рин. Полученные фракции диализовали против 
ФСБР и анализировали методом электрофореза 
в 12,5% полиакриламидном геле с добавлением 
додецилсульфата натрия (ДСН-ПААГ)1.

Количественное определение белка в очищен-
ных препаратах проводили с использовани-
ем набора Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo 
Scientific, США).

1	 Студенников АЕ. Антитела к полициклическим ароматическим углеводородам и антиидиотипические антитела к ним: 
получение, характеристика, применение: дис. … канд. биол. наук. Кемерово; 2022.

Таблица 1. Праймеры для ПЦР амплификации генов и генетических конструкций
Table 1. Primer sequences for PCR amplification of genes and genetic constructs

Праймеры
Primers

Последовательности праймеров
Primer sequences

Рестриктазы
Restrictases

F-mHondew g-s 5’-GAATTCGGGATCCAGTAGTGGAGTGAGCAAGGGCGAG-3’ BamHI

R-mHondw6his 5’-AATAAAGCTTAGTGGTGGTGATGATGATGTGACTTGTACAGCTCGTCC-3’ HindIII 

F-Za 5’-CACGATGAAGCCATGGACAACAAATTCAACAAAG-3’ Bsp19I

R-Za 5’-CGGGATCCCGAGCTCGAATTCGCG-3’ BamHI

CBD-F 5’-CACGAGGCCCTTTCGTCTTCACC-3’ Нет / No

R-T0term 5’-GCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAG-3’ Нет / No

Tаблица составлена авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Примечание. Праймеры F-mHondew g-s и R-mHondw6his: сайты рестрикции BamHI и HindIII выделены подчеркиванием, 
участки линкера (Ser 3 Gly)2, а также последовательность 6×His-метки отмечены серым цветом. Праймеры F-Za и R-Za: сайты 
рестрикции Bsp19I и BamHI выделены подчеркиванием, участок (Ser 3 Gly)2 линкера отмечен серым цветом.
Note. Primers F-mHondew g-s and R-mHondw6his: BamHI and HindIII restriction sites are underlined with bold lines, the linker 
regions (Ser 3 Gly)2, and the 6×His-tag sequence are highlighted in gray. Primers F-Za and R-Za: Bsp19I and BamHI restriction sites 
are underlined with bold lines, the (Ser 3 Gly)2 linker region are highlighted in gray.
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Флуоресцентные свойства гибридных белков 
исследовали с использованием мультимодаль-
ного микропланшетного ридера ClarioStar Plus 
(BMG Labtech, Германия). Рабочие растворы 
белков готовили путем 1000-кратного разве-
дения очищенных препаратов в ФСБР до фи-
нальной концентрации 1 нг/мкл. Методом по-
следовательных двукратных разведений тем 
же буфером получали пять тестовых образ-
цов с концентрациями 0,0625; 0,125; 0,25; 
0,5 и 1 нг/мкл. Далее аликвоты полученных 
растворов объемом 200 мкл вносили в лунки 
черного 96-луночного планшета (Greiner Bio-One,  
Германия). Измерения проводили в режиме ска-
нирования с регистрацией спектров возбужде-
ния и эмиссии в диапазоне от 340 до 740 нм. 
Для каждого белка определяли спектры воз-
буждения при фиксированной длине волны 
эмиссии, спектры эмиссии при фиксированной 
длине волны возбуждения и оптимальные пары 
длин волн возбуждения/эмиссии. Все измере-
ния выполняли при 25 °C в ФСБР (n=3). В каче-
стве фонового контроля использовали лунки 
с ФСБР.

Связывание Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 
c иммуноглобулинами G

Связывающую способность гибридных бел-
ков с IgG изучали методом иммуноферментно-
го анализа (ИФА) с использованием очищенных 
козьих антикроличьих IgG, конъюгированных 
с HRP (Abcam, США). В лунки 96-луночного им-
мунологического планшета вносили по 100 мкл 
растворов белков Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 в на-
чальных концентрациях 470 и 250 нг/мкл соот-
ветственно с последующим серийным разведе-
нием в ФСБР, после чего инкубировали в течение 
1 ч и 500 об/мин при 37 °C.

Для предотвращения неспецифического 
связывания поверхность лунок обрабатыва-
ли 250 мкл «блокирующим раствором» ФСБР, 
содержащим 1% БСА (Amresco, США) и 0,05% 
Tween-20 (ООО «Компания Хеликон»), в течение 
1 ч при 37 °C. Затем в каждую лунку добавляли 
по 100 мкл раствора очищенных HRP-меченных 
козьих антикроличьих IgG (разведение 1:2500 
в блокирующем растворе) и инкубировали 
в течение 1 ч при 37 °C при перемешивании. 
После инкубации лунки планшета 4 раза про-
мывали 300 мкл ФСБР, содержащим 0,05% 
Tween-20 с использованием автоматической 
промывочной станции Bio-Plex Pro Wash Station 
(Bio‑Rad, США). Далее в лунки вносили по 50 мкл 
3,3',5,5'-тетраметилбензидина (Sigma-Aldrich, 
США) и через 10 мин реакцию останавливали 
добавлением 100 мкл 2 M HCl.

Оптическую плотность растворов измеря-
ли при длине волны 450 нм с использованием 
планшетного ридера iMark (Bio-Rad). В качестве 
контроля неспецифического связывания ис-
пользовали лунки без сорбированных гибрид-
ных белков.

Связывание Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 
с иммуноглобулинами G сыворотки крови

Способность Z‑mHoneydew и Z‑CyOFP1 связы-
ваться с IgG оценивали методом иммунофлуорес-
центного анализа. В качестве антигена исполь-
зовали БП-БСА. В лунки черного 96‑луночного 
планшета вносили по 200 мкл раствора конъ-
югата в ФСБР (5 нг/мкл). Планшет инкубирова-
ли в течение 16 ч при 25 °C в месте, полностью 
защищенном от света. После удаления раствора 
БП-БСА вносили блокирующий раствор в объеме 
250 мкл и инкубировали в течение 1 ч и 500 об/мин 
при 37 °C. Затем в лунки вносили 200 мкл серий-
ных разведений иммунной сыворотки кролика. 
В эксперименте использовали один аликвотный 
образец сыворотки крови кролика, иммунизиро-
ванного конъюгатом БП-БСА. Цельную сыворотку 
крови последовательно разводили ФСБР с шагом 
в два раза, начиная с разведения 1:10 и заканчи-
вая разведением 1:320. Инкубацию с сывороткой 
проводили в течение 1 ч и 500 об/мин при 37 °C. 
После этого лунки 4 раза промывали 300 мкл 
ФСБР, содержащим 0,05% Tween‑20, с использо-
ванием автоматической промывочной станции 
Bio-Plex Pro Wash Station. Для оценки фонового 
сигнала использовали контрольные лунки двух 
типов: с иммобилизованным антигеном (без сы-
воротки) и без антигена и сыворотки (только бло-
кирующий раствор). Для выявления связавшихся 
антител в лунки добавляли 200 мкл раствора 
белка Z‑mHoneydew или Z‑CyOFP1 в концентра-
ции 100 нг/мкл каждый и инкубировали в тече-
ние 1 ч при 37 °C при перемешивании. После 
завершения инкубации лунки 4 раза промыва-
ли 200 мкл ФСБР, содержащим 0,05% Tween‑20. 
Флуоресцентный сигнал белков регистрировали 
на мультимодальном микропланшетном ридере 
ClarioStar Plus (BMG Labtech, Германия) при 25 °C: 
Z‑mHoneydew  — длина волны возбуждения 
481 нм и эмиссии 538 нм; Z‑CyOFP1 — длина вол-
ны возбуждения 514 нм и эмиссии 590 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Сборка генетических конструкций Z-mHoneydew 
и Z-CyOFP1

Ген Z-домена белка А и гены флуоресцентных 
белков mHoneydew [25] и CyOFP1 [26] ампли-
фицировали методом ПЦР. После очистки ПЦР-
продукты были клонированы в плазмидный 
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вектор pCCO [27] под контролем промотора Т5. 
Плазмидные конструкции содержали гены, ко-
дирующие Z-домен и флуоресцентные белки, 
соединенные линкером, который кодирует пеп-
тид Ser-Ser-Ser-Gly-Ser-Ser-Ser-Gly, обозначенный 
как (Ser3Gly)2 (рис. 1А). Корректность сборки 
генетических конструкций pCCO-Z-mHoneydew 
и pCCO-Z-CyOFP1 подтверждали секвени-
рованием генов плазмидных конструкций 
и ПЦР-анализом плазмидных конструкций 
с последующим электрофоретическим разде-
лением ПЦР-продуктов — генетических вставок. 
Размеры генетических вставок Z-mHoneydew 
и Z-CyOFP1 находились в диапазоне от 1000 
до 1500 п.н. (рис. 1В), что согласуется с тео-
ретически предсказанными значениями 1077 
и 1071  п.н. для Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 соот-
ветственно. Окончательную проверку сборки 
плазмидных конструкций провели путем сек
венирования целевых генов. Сравнение полу-
ченных нуклеотидных последовательностей 
с расчетными подтвердило корректность сборки 
конструкций, а именно: вставки имели правиль-
ную ориентацию, не содержали делеций и ин-
серций, рамка считывания сохранялась.

Экспрессия и очистка белков Z-mHoneydew 
и Z-CyOFP1

Из культуры объемом 1 л среды LB полу-
чено ~37 мг белка Z‑mHoneydew с чистотой 
~90% по данным денситометрического анализа 
ДСН-ПААГ и ~6 мг Z‑CyOFP1 с чистотой ≥90%. 
Гибридные белки имели молекулярную массу 
около 35 кДа (рис. 2), что соответствует теорети-
чески предсказанным значениям 34,7 и 34,9 кДа 
для Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 соответственно.

Изучение флуоресцентных свойств Z-mHoneydew 
и Z-CyOFP1

Изучение флуоресцентных свойств гибридных 
белков включало следующие этапы: измерение 
интенсивности флуоресценции при различных 
концентрациях белка (серийные разведения) 
и сканирующей спектрофлуориметрии в диапа-
зоне от 340 до 740 нм для определения опти-
мальных длин волн возбуждения и эмиссии. 
Измерения для каждого разведения проводили 
в трех повторах. Полученные при сканировании 
гибридного белка Z‑mHoneydew данные (рис. 3A) 
сравнивали с известными данными сканирова-
ния нативного белка mHoneydew, спектральные 

2	 https://alphafoldserver.com
3	 Там же.
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Рис. 1. А — схема плазмидных конструкций pCCO-Z-mHoneydew и pCCO-Z-CyOFP1: T5 — промотор; ген Z кодирует домен бел-
ка А, который связывает иммуноглобулин G; mHoneydew — ген кодирует оранжевый флуоресцентный белок; 6×His — гекса-
гистидиновая метка на С-конце белка; (Ser 3 Gly)2 — гибкий линкер; CyOFP1 — ген кодирует красный флуоресцентный белок. 
На 3D-моделях, предсказанных AlphaFold2, Z-домен представлен тремя альфа-спиралями и соединен посредством гибкого 
линкера с глобулой белка CyOFP1 или mHoneydew. B — электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов в 1% агарозном 
геле: M — маркер размера фрагментов ДНК; 1 — ПЦР-продукт гена Z-CyOFP1, 1071 п.н.; 2 — ПЦР-продукт гена Z-mHoneydew, 
1077 п.н.; п.н. — пар нуклеотидов.

Fig. 1. A, a scheme of pCCO-Z-mHoneydew and pCCO-Z-CyOFP1 plasmid constructs: T5, promoter; Z, a gene encodes the synthetic 
IgG-binding Z-domain of protein A; mHoneydew, a gene encodes an orange fluorescent protein; 6×His, C-terminal hexahistidine 
tag; (Ser 3 Gly)2, flexible linker; CyOFP1, a gene encodes a red fluorescent protein. In the 3D-models, predicted by AlphaFold3, 
Z-domain is represented by three alpha-helices and is connected via a flexible linker to the CyOFP1 or mHoneydew globule. 
B, electrophoretic separation of PCR-products in a 1% agarose gel: M, molecular weight size marker; 1, PCR-product of the Z-CyOFP1 
gene, 1071 bp; 2, PCR-product of the Z-mHoneydew gene, 1077 bp.; bp, base pairs.

BA
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характеристики которого взяты из открытой базы 
данных Fluorescent protein database4: максимумы 
возбуждения и эмиссии mHoneydew наблюдают-
ся при длинах волн 480 и 562 нм соответствен-
но. На рисунке 3А показано, что Z‑mHoneydew 
при pH 7,5 имеет совпадающий максимум возбу-
ждения при 480 нм, однако наблюдается сдвиг 
максимума эмиссии от 562 к 536 нм по сравне-
нию с нативным mHoneydew. Сдвиг наблюда-
ется и при более низких концентрациях белка 
Z‑mHoneydew. При использовании Z‑mHoneydew 
в качестве флуоресцентной метки в иммуно-
анализе детекцию сигнала можно проводить 
при длине волны 536 нм.

На рисунке 3В показано сравнение спек-
тральных характеристик гибридного белка 
Z‑CyOFP1 при pH 7,5 с данными спектраль-
ных характеристик нативного CyOFP1, взя-
тых из Fluorescent protein database: макси-
мумы возбуждения и эмиссии наблюдаются 
при 497 и 588 нм соответственно. Из рисунка вид-
но, что максимум возбуждения Z‑CyOFP1 смеща-
ется в длинноволновую область от 497 к 515 нм. 
Подобный сдвиг имеет место и при более низ-
ких концентрациях белка, но максимум эмиссии 
Z‑CyOFP1 и CyOFP1 остается при длине волны 
588 нм. Наблюдаемые сдвиги спектров возбу-
ждения и эмиссии гибридных белков предполо-
жительно обусловлены влиянием относительно 
небольшого Z-домена на конформацию β-бо-
чонка флуоресцентного белка, формирующего 

микроокружение хромофора. Выбор длины вол-
ны 515 нм возбуждения является оптимальным 
для иммунофлуоресцентного анализа с исполь-
зованием Z‑CyOFP1.

Изучение связывания Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 
с IgG методом иммуноферментного анализа

Поскольку Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 содержат 
Z-домен белка А в дополнение к флуоресцент-
ным белкам, необходимо проверить их способ-
ность связываться с IgG. Взаимодействие изуча-
ли методом прямого ИФА в трех независимых 
повторах. В лунки иммунологического планшета 
вносили серийные разведения гибридных бел-
ков, после чего добавляли очищенные HRP-
меченные козьи антикроличьи IgG. Меченые 
антитела дозозависимо связывались с обоими 
белками (рис. 4). Линейная зависимость связы-
вания наблюдается для Z‑mHoneydew в диапа-
зоне от 30 до 235 нг/мкл, для Z‑CyOFP1 — от 15 
до 250 нг/мкл. Высокие значения коэффициен-
тов детерминации 0,97 (Z‑mHoneydew) и 0,96 
(Z‑CyOFP1) указывают на хорошее качество ап-
проксимации и демонстрируют зависимость сиг-
нала ИФА от концентрации гибридных белков.

Изучение связывания Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 
с IgG сыворотки крови методом непрямого 
иммунофлуоресцентного анализа

Для обнаружения IgG с использованием 
флуоресцентно-меченных гибридных белков 

4	 https://www.fpbase.org
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Рис. 2. Идентификация очищенных гибридных белков: А  — электрофоретический анализ Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 
в 12,5% полиакриламидном геле с добавлением додецилсульфата натрия: М — маркер молекулярных масс; 1 — Z-CyOFP1;  
2 — Z-mHoneydew; B — флуоресценция очищенных белковых препаратов Z-CyOFP1 и Z-mHoneydew в ультрафиолетовом 
свете при длине волны 365 нм.

Fig. 2. Identification of purified hybrid proteins. A, electrophoretic analysis of Z-mHoneydew and Z-CyOFP1 in a 12.5% polyacryl-
amide gel with sodium dodecyl sulfate: M, molecular weight marker; 1, Z-CyOFP1; 2, Z-mHoneydew. B, fluorescence of the purified 
protein preparations of Z-CyOFP1 and Z-mHoneydew under ultraviolet light exposure at a wavelength of 365 nm.

BA
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в лунки с сорбированным конъюгатом БП-БСА 
вносили образцы сыворотки крови иммуни-
зированных кроликов в разных разведениях. 
После инкубации добавляли Z‑mHoneydew 
и Z‑CyOFP1 и измеряли сигналы флуоресценции 
в трех независимых наблюдениях. Изменение 
интенсивности флуоресценции коррелиро-
вало с разведением сыворотки, что отражало 
наличие IgG, специфических к БП-БСА (рис. 5). 
В контрольных лунках планшета, блокиро-
ванных БСА и содержащих сорбированный 
антиген, но без добавления сыворотки, флуо-
ресцентный сигнал соответствовал фоновым 
значениям. Фоновый сигнал составил 2316  от-
носительных единиц (отн. ед.) флуоресцен-
ции при длинах волн 480 нм (возбуждение) 
и 536 нм (эмиссия) для Z‑mHoneydew. Фоновый 
сигнал составил 2568 отн. ед. флуоресценции 
при длинах волн 515 нм (возбуждение) и 588 нм 
(эмиссия) для Z‑CyOFP1.

Представленные на рисунке 5 величины 
были скорректированы путем вычитания зна-
чений фонового сигнала контрольных лунок. 
Для проверки неспецифического взаимодейст
вия гибридных белков с БСА получены значения 
фонового сигнала блокированных БСА лунок 

планшета, не содержащих сорбированный ан-
тиген и сыворотку: для Z‑mHoneydew флуорес-
центный сигнал составил 2730 отн. ед. флуорес-
ценции при длинах волн возбуждения 480 нм 
и эмиссии 536 нм; для Z‑CyOFP1 — 2601 отн. ед. 
флуоресценции при длинах волн возбуждения 
515 нм и эмиссии 588 нм. Наблюдалась четкая 
зависимость интенсивности флуоресценции 
от разведения сыворотки (рис. 5), отражающая со-
держание IgG, специфических к БП-БСА. Данные 
иммунофлуоресцентного анализа подтверди-
ли возможность обнаружения IgG в модельной 
системе с использованием гибридных белков. 
Аппроксимация данных позволила выявить уча-
сток линейной зависимости в диапазоне раз-
ведений сыворотки 1:10–1:160 (Z‑mHoneydew) 
и 1:10–1:80 (Z‑CyOFP1). Данные указывают 
на свойство белков к обнаружению специфиче-
ских IgG в сыворотке крови.

Таким образом, слияние с Z-доменом не при-
водит к потере флуоресцентных характеристик 
mHoneydew и CyOFP1. Свойство изученных 
гибридных белков связывать IgG позволяет 
рассматривать их в качестве перспективных де-
тектирующих реагентов в флуоресцентном 
иммуноанализе.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Спектральные характеристики гибридных белков: А — Z‑mHoneydew в диапазоне концентраций от 0,0625 до 1 нг/мкл, 
максимумы возбуждения и эмиссии при длинах волн 480 и 536 нм соответственно; B — Z‑CyOFP1 в диапазоне концентраций 
от 0,0625 до 1 нг/мкл, максимумы возбуждения и эмиссии при длинах волн 515 и 588 нм соответственно. Черными линиями 
показаны референсные спектры нативных белков mHoneydew или CyOFP1. Данные представлены как среднеарифметиче-
ские значения; все измерения проводили в трех повторностях.

Fig. 3. Spectral characteristics of hybrid proteins. A, Z-mHoneydew in the concentration range from 0.0625 to 1 ng/μL, excitation 
and emission maxima at wavelengths of 480 and 536 nm, respectively. B, Z-CyOFP1 in the concentration range from 0.0625 to 
1 ng/μL, excitation and emission maxima at wavelengths of 515 and 588 nm, respectively. The black lines show the reference 
spectra of native CyOFP1 or mHoneydew. Data are presented as mean values; all measurements were performed in triplicate.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Создание гибридных белков, которые выпол-

няют связывающие и детектирующие функции, 
является перспективным направлением в моле-
кулярной иммунологии. Наша работа показывает, 
что Z-домен белка A S. aureus может быть успеш-
но использован в качестве основы для создания 
флуоресцентных реагентов при обнаружении IgG. 
Экспериментально подтверждена способность 
гибридных белков Z‑mHoneydew и Z‑CyOFP1 спе-
цифически взаимодействовать с очищенными 
HRP-меченными IgG и поликлональными IgG сы-
воротки крови. Белки сохраняют флуоресцентные 
свойства, демонстрируя лишь незначительные 
спектральные сдвиги относительно исходных 
флуоресцентных белков. Результаты дополни-
тельных экспериментов указывают на отсутствие 
нарушений в пространственной структуре 
обоих доменов в составе сконструированных 
белков. Полученные гибридные белки сочета-
ют неизменную специфичность Z-домена к IgG 
с флуоресцентными свойствами. Подобные бел-
ки упомянуты в ограниченном числе публикаций, 
например в контексте создания люциферазных 
гибридных белков на основе Z-домена  [28]. 
Следует отметить, что и рекомбинантные флуо-
ресцентные конструкции, аналогичные разра-
батываемым, были ранее описаны в литературе 
[29]. Несмотря на имеющиеся аналоги, меченные 
EGFP (enhanced green fluorescent protein), клю-
чевым отличием нашей работы является целе-
направленное конструирование рекомбинант-
ных реагентов, отличающихся универсальностью 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

 0  2  29  483

О
П

, 4
50

 н
м

O
D

, 4
50

 n
m

Концентрация, нг/мкл
Concentration, ng/µL

y = 0,4695ln(x) – 0,2991
R2 = 0,9771

y = 0,3232ln(x) – 0,1856
R2 = 0,9655

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was pre-
pared by the authors using their own data

Рис. 4. Кривые связывания иммобилизованных белков 
Z-mHoneydew (ромбы) и Z-CyOFP1 (квадраты) с козьими 
иммуноглобулинами G, меченными пероксидазой хрена, 
по данным иммуноферментного анализа. ОП — оптическая 
плотность. Ось Х  — концентрации белков Z-mHoneydew 
или Z-CyOFP1. Эксперименты выполнены в трех независи-
мых повторах; данные на графике представлены в виде 
среднеарифметических значений. Каждая эксперименталь-
ная точка скорректирована на величину фонового сигнала 
в контрольных лунках (ОП450=0,042).

Fig. 4. Binding curves of immobilized proteins Z-mHoneydew 
(diamonds) and Z-CyOFP1 (squares) with goat immuno-
globulin G labeled with horseradish peroxidase, as determined 
by enzyme-linked immunosorbent assay. OD, optical density. 
X-axis, concentration of Z-mHoneydew or Z-CyOFP1. Experi-
ments were performed in three independent replicates; data 
on the graph are presented as mean values. Each experimental 
point was corrected for the background signal in control wells 
(OD450=0.042).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 5. Кривые связывания гибридных белков с сывороточными IgG, специфичными к конъюгату бензо[а]пирена с бычьим 
сывороточным альбумином по данным иммунофлуоресцентного анализа: A — Z‑mHoneydew (ромбы) и B — Z‑CyOFP1 (квад-
раты). Ex и Em — длина волны возбуждения и эмиссии соответственно. Данные представлены как средние арифметические 
значения (n=3), скорректированные на фоновый сигнал.

Fig. 5. Binding curves of fusion proteins with serum IgG specific for benzo[a]pyrene-bovine serum albumin conjugate according 
to immunofluorescence assay. A, Z-mHoneydew (diamonds) and B, Z-CyOFP1 (squares). Abbreviations: RFU, relative fluorescence 
units. Data are presented as the arithmetic mean values (n=3), corrected for background signal.
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и адаптивностью, для определения сывороточ-
ных IgG иммунофлуоресцентным методом.

Помимо детекции IgG, специфичных к раз-
личным антигенам, созданные иммунореагенты 
позволяют регистрировать сигнал иммунных 
комплексов. В частности, ключевым преиму-
ществом гибридного белка Z‑mHoneydew яв-
ляется широкий спектральный диапазон 481–
507 нм (возбуждение) и 536–562 нм (эмиссия). 
Использование mHoneydew в качестве метки 
открывает возможности для детекции антител 
по флуоресцентному сигналу на оборудовании 
с разными оптическими конфигурациями за счет 
широких диапазонов возбуждения/эмиссии 
флуоресцентного белка. Параллельно создан 
рекомбинантный белок Z-CyOFP1, который 
в перспективе может быть использован в FRET-
анализе (Förster resonance energy transfer). 
Флуоресцентный белок CyOFP1 в составе реком-
бинантного гибридного белка Z-CyOFP1 может 
служить эффективным флуорофором-акцеп-
тором, что в комбинации с подходящим флуо-
рофором-донором позволит изучать динамику 
формирования иммунных комплексов [30, 31].

Исследование имеет ряд ограничений. 
Основным подтверждением функционально-
сти Z-домена белка A в составе гибридных 
белков Z-mHoneydew и Z-CyOFP1 послужи-
ли данные о взаимодействии с очищенными 
HRP-меченными IgG и поликлональными IgG 
в сыворотке крови кроликов, иммунизиро-
ванных антигеном БП-БСА. Однако остается 
не охарактеризованной аффинность взаимо-
действий (равновесные константы диссоциации) 
комплексов созданных гибридных белков с IgG, 
что затрудняет постановку количественного 

иммунофлуоресцентного анализа. Кроме того, 
не изучена стабильность белков при различ-
ных условиях хранения (температура, pH, цик-
лы замораживания-оттаивания) и структурная 
целостность белков в динамике, что напрямую 
определяет воспроизводимость и надежность 
анализа. Еще одно ограничение заключается 
в том, что гибридные белки не апробированы 
на сыворотках крови человека; это не позволяет 
оценить их реальную диагностическую ценность.

В перспективе авторы планируют провести 
анализ диагностической эффективности на кли-
нических образцах сывороток в условиях реаль-
ной диагностической задачи.

ВЫВОДЫ
1.	 Получены два гибридных белка на основе Z-до-

мена белка A для создания универсальных флу-
оресцентных реагентов при обнаружении IgG.

2.	 Изучены спектры возбуждения и эмиссии гиб
ридных белков Z-mHoneydew и Z-CyOFP1.

3.	 Белки Z‑mHoneydew и Z‑CyOFP1 взаимодей-
ствуют с очищенными HRP-меченными IgG  
и поликлональными IgG, специфичными 
к конъюгату бензо[а]пирена с бычьим сыво-
роточным альбумином в сыворотке крови им-
мунизированных кроликов. Гибридные белки 
сохраняют флуоресцентные свойства отно-
сительно исходных флуоресцентных белков 
в иммуноанализе. Сочетание таких характе-
ристик позволит в дальнейшем использовать 
Z‑mHoneydew и Z‑CyOFP1 в количественном 
иммунофлуоресцентном анализе, открывая 
новые возможности для создания прототипов 
универсальных и высокочувствительных диа-
гностических тест-систем.
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