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Пероксидаза хрена – важный фермент в био� и иммунохимическом анализе. Новые подходы к функцио�
нальной экспрессии гена пероксидазы в клетках Escherichia coli и последующему рефолдингу дали возмож�
ность получать рекомбинантный фермент, сравнимый по своим спектральным и каталитическим характе�
ристикам с нативной растительной пероксидазой. Генно�инженерные подходы открыли новые перспекти�
вы в получении рекомбинантных конъюгатов пероксидазы как с антигенами, так и с Fab�фрагментами ан�
тител. Настоящий обзор посвящен использованию рекомбинантной пероксидазы хрена в качестве фермен�
та�маркера в иммуноферментном анализе, а также в амперометрических сенсорах, основанных на прямом
переносе электронов. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пероксидаза хрена, рекомбинантный конъюгат, амперометрический биосенсор.

Изофермент С пероксидазы хрена (ПХ, КФ
1.11.1.7) – широко распространенный в расте�
ниях, гем� и Ca2+�содержащий фермент, являет�
ся представителем семейства растительных пе�
роксидаз [1–3], которые катализируют одноэлект�
ронное окисление различных органических и
неорганических субстратов пероксидом водоро�
да. Растительные пероксидазы нашли примене�
ние в различных биотехнологических процес�
сах, таких как биоотбеливание, утилизация ор�
ганических соединений (фенолы, красители,
лигнин), образующихся в ряде производств и
др., тогда как пероксидаза хрена широко ис�
пользуется в аналитической биохимии и биотех�
нологии в качестве фермента�маркера для им�
мунохимического определения антител, ДНК и
низкомолекулярных соединений. Благодаря
широкой субстратной специфичности, высокой

каталитической активности и стабильности, ПХ
нашла огромное применение в био� и иммуно�
сенсорах, хемилюминесцентной, флуоресцент�
ной и электрохимической системах детекции, в
ДНК� и белковых микрочипах с колориметри�
ческой детекцией [4–8].

Успехи в гетерологической экспрессии гена
пероксидазы и установление кристаллической
структуры ПХ открыли новые возможности для
изучения структурно�функциональных законо�
мерностей с помощью методов генной инжене�
рии. Главной проблемой при экспрессии этого
белка является его сложная структура: это гли�
копротеин, содержащий в активном центре гем.
Существует несколько способов экспрессии ге�
на ПХ. Так, система экспрессии в бакуловирусах
позволила получать рекомбинантный фермент в
растворимой активной и гликозилированной
форме [9]. Однако эта система из�за трудоем�
кости, сложности и дороговизны не нашла столь
широкого распространения по сравнению с
экспрессией в клетках E. coli. Экспрессия ПХ в
дрожжах позволила получать фермент в актив�
ной растворимой форме, но с очень низким вы�
ходом [10].
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Для получения рекомбинантной ПХ (рПХ)
дикого типа, а также ее мутантных форм в ос�
новном используется система экспрессии в
клетках E. coli [11, 12]. Рекомбинантная ПХ син�
тезируется в цитоплазме клеток E. coli в нераст�
воримой, неактивной форме в телах включения
и содержит только следовые количества гема.
Процесс рефолдинга и реактивации апоперок�
сидазы простетической группой гема является
сложной многоступенчатой задачей, поскольку
молекула белка содержит четыре дисульфидные
связи и два Ca2+�иона. Кроме того, раститель�
ный фермент содержит 8 сайтов гликозилирова�
ния (18% углеводов по массе). Ранее была уста�
новлена кристаллическая структура рПХ и было
показано, что молекула белка состоит из двух
доменов, состоящих в общей сложности из де�
сяти α�спиралей [13].

Одним из факторов, приводящих к образо�
ванию тел включения в случае гетерологической
экспрессии рекомбинантных белков с дисуль�
фидными связями в клетках E. coli, является на�
личие активной системы поддержания восста�
навливающего потенциала цитоплазмы, что
препятствует правильному образованию дисуль�
фидных связей и формированию нативной кон�
формации таких белков [14]. В качестве альтер�
нативного подхода для получения рекомбинант�
ного белка в растворимой активной форме был
выбран метод экспрессии в бактериальную пе�
риплазму, где окислительный потенциал способ�
ствует формированию стабильных дисульфид�
ных связей. Для этой цели был создан экспрес�
сионный вектор, кодирующий ПХ и сигналь�
ный пептид на N�конце. После транслокации
сигнальный пептид удаляется, и образуется пра�
вильно сформированная молекула целевого
белка с дисульфидными связями. Этот подход
был успешно использован для получения раст�
воримого активного рекомбинантного фермен�
та рПХ, но с довольно низким выходом (~0,5 мг
на 1 л культуры клеток E. coli) [15].

Для аналитического применения рПХ, нап�
ример, в биосенсорах, необходим более эффек�
тивный и технологичный способ получения ре�
комбинантного фермента. Введение гексагисти�
диновой последовательности (6 × His) в С�кон�
цевую область ПХ дало возможность проводить
выделение фермента с помощью металлохелат�
ной хроматографии и значительно облегчить
процессы реактивации и очистки рПХ из тел
включения. Кроме того, в три раза увеличивает�
ся выход рекомбинантного препарата, в част�
ности, за счет эффективного выделения рПХ из
сильно разбавленных растворов среды для ре�
фолдинга [15]. Сравнительно высокий выход и
высокая удельная активность рекомбинантного

фермента, полученного с использованием раз�
работанного протокола рефолдинга, позволили
получать достаточное количество рекомбинант�
ного фермента (~10 мг из 1 л культуры клеток)
для разработки биосенсоров, основанных на
прямом переносе электронов (ЭП) с электрода
на иммобилизованную рекомбинантную ПХ [4,
6], а также для улучшения чувствительности
сенсоров, основанных на реакции усиленной
хемилюминесценции [7]. 

БИОСЕНСОРЫ НА ОСНОВЕ 
РЕКОМБИНАНТНЫХ ФОРМ ПХ

Пероксидаза, иммобилизованная на элект�
роде и способная участвовать в прямом ЭП,
позволяет создать безмедиаторный биосенсор
для определения как пероксидов, так и многих
органических соединений, дающих пероксиды
при окислении соответствующими оксидазами
(глюкозоксидазой, лизин�оксидазой и др.). Од�
нако в отсутствие медиатора эффективность
прямого ЭП в системе золотой электрод�ПХ
чрезвычайно низка [4, 5]. Наиболее вероятной
причиной этого является большое расстояние
между поверхностью электрода и активным
центром ПХ из�за того, что растительный фер�
мент гликозилирован и/или из�за неоптималь�
ной ориентации молекулы на поверхности
электрода. Также одной из основных проблем
является прочность адсорбции белковой моле�
кулы на поверхности золотого электрода. Mетод
ковалентной иммобилизации посредством спе�
циальных химических сшивок приводит к уве�
личению расстояния между активным центром
фермента и электродом, затрудняя прямой ЭП.
Известные в настоящий момент способы иммо�
билизации биомолекул, приводящие к ЭП, сво�
дятся к прочной хемосорбции ряда функцио�
нальных групп на поверхности золота [4, 5].

Методы генной инженерии позволили полу�
чать рекомбинантную ПХ и направленно изме�
нять поверхность молекулы ПХ путем введения
аминокислотных остатков (цистеина, гистидина),
содержащих «удобные» функциональные группы
для осуществления ориентированной иммобили�
зации фермента [15]. Золотые электроды, моди�
фицированные рекомбинантными формами ПХ,
проявляли высокий и стабильный амперометри�
ческий отклик в реакции биокаталитического
восстановления пероксида водорода вследствие
прямого электронного переноса между ПХ и
электродом и являлись перспективными для раз�
работки биосенсоров безмедиаторного типа [6].

Сочетание рПХ с L�лизин�α�оксидазой (ЛО),
которая обладает большой каталитической ак�
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тивностью в реакции восстановления пероксида
водорода, позволило разработать безмедиатор�
ный биферментный биосенсор на L�лизин, ко�
торый может работать при умеренных значени�
ях потенциала (от 0 до –50 мВ) в том случае, ес�
ли прямой ЭП между поверхностью электрода и
активным центром фермента может быть осу�
ществлен (рис. 1). В этом случае концентрация
L�лизина пропорциональна концентрации пе�
роксида водорода, который выделяется в про�
цессе его ферментативного окисления. Был раз�
работан амперометрический биферментный
биосенсор для определения L�лизина, основан�
ный на ЛО (класс оксидоредуктаз, КФ 1.4.3.14,
из Trichooderma viride) и рПХ с 6 × His на С�кон�
це (CHisрПХ), физически соиммобилизованных
на поверхности золотых поликристаллических
электродов. Эффективный прямой ЭП между
поверхностью золотого электрода и иммобили�
зованной рекомбинантной ПХ позволил осуще�
ствить безмедиаторное определение пероксида
водорода, образующегося в результате фермен�
тативного окисления L�лизина в режиме оста�
новленного потока (рис. 2). Предел обнаруже�
ния L�лизина составил 1 мкМ, чувствитель�
ность определения – 0,03 А см–2 М–1 при –50 мВ
относительно хлорсеребряного электрода срав�
нения [4–6].

РЕКОМБИНАНТНЫЕ 
КОНЪЮГАТЫ В АНАЛИЗЕ

Пероксидаза хрена – один из наиболее ши�
роко применяемых ферментов�маркеров в им�
мунодиагностике. Для высокочувствительных

методов иммуноферментного анализа (ИФА)
необходимы конъюгаты ферментов�маркеров с
антигенами или антителами. Однако все хими�
ческие методы получения конъюгатов, как пра�
вило, приводят к частичной инактивации фер�
мента и гетерогенности конъюгатов, что оказы�
вает влияние на воспроизводимость, специфич�
ность и чувствительность анализа. С развитием
генной инженерии появилась возможность по�
лучать рекомбинантные конъюгаты с белковы�
ми антигенами или антителами, представляю�
щие собой химерные белки, в которых объеди�
нены структурные части как фермента�маркера,
так и антигена/антитела. Такие конъюгаты об�
ладают рядом преимуществ по сравнению с хи�
мически полученными, а именно, они гомоген�
ны по составу, имеют стехиометрию 1 : 1, восп�
роизводимы и сохраняют функциональную ак�
тивность как белка�маркера, так и антигена/ан�
титела [16, 17].

Рекомбинантные конъюгаты белковых анти�
генов были получены с бактериальными фер�
ментами – β�галактозидазой [18–19, 20] и ще�
лочной фосфатазой [21–23], которые могут
быть экспрессированы в растворимой форме в
клетках E. coli, а также с биолюминесцентными
и флуоресцентными белками�маркерами, таки�
ми как акварин (Aequorea victoria) и зеленый
флуоресцентный белок [24, 25]. Был создан ряд
рекомбинантных конъюгатов белка А с фермен�
тами, в частности, с β�лактамазой [26] и люци�
феразой [27]. Кроме того, генно�инженерные
подходы особенно привлекательны для неболь�
ших пептидов с многочисленными функцио�
нальными группами, которые трудно контроли�
ровать [28] или с человеческими белками, кото�
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Рис. 1. Биферментный амперометрический сенсор на основе ПХ и ЛО
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рые часто трудно получать в большом количест�
ве [29]. Рекомбинантные конъюгаты антител с
различными ферментами: щелочной фосфата�
зой [30–34], люциферазой [35], пероксидазой
Arthromyces ramosus [36] также были получены.

В то время как β�галактозидаза экспрессиру�
ется в растворимой форме в цитоплазму, дисуль�
фидсодержащая щелочная фосфатаза секрети�
руется в периплазму [37, 38]. Недостатком бак�
териальной щелочной фосфатазы является бо�
лее низкая удельная активность по сравнению
со щелочной фосфатазой из поджелудочной же�
лезы теленка, обычно используемой для получе�
ния конъюгатов химическим «сшиванием». Эта
проблема может быть частично решена исполь�
зованием более активных генно�инженерных
мутантов бактериального фермента [39]. Основ�
ной проблемой, связанной с конъюгатами с β�га�
лактозидазой и щелочной фосфатазой, является
их тетрамерная и димерная структуры, соответ�
ственно, что приводит к существенному увели�
чению аффинности конъюгатов по сравнению
со свободным антигеном. Это особенно нежела�
тельно при разработке конкурентных схем им�
муноферментного анализа.

С другой стороны, пероксидаза хрена, кото�
рая широко используется для получения конъю�
гатов [20], может быть экспрессирована в E. coli

только в форме тел включения [11, 12], что дол�
гое время препятствовало использованию ре�
комбинантного фермента в анализе. Достиже�
ния в гетерологической экспрессии гена ПХ в
клетках E. coli и реактивации рекомбинантной
пероксидазы хрена, содержащей олигогистиди�
новую последовательность на С�конце [15], дали
возможность получения рекомбинантных конъ�
югатов с пероксидазой в качестве фермента�
маркера и применения их в иммуноферментном
анализе.

РЕКОМБИНАНТНЫЕ КОНЪЮГАТЫ 
БЕЛКОВЫХ АНТИГЕНОВ С ПХ

Рекомбинантный конъюгат пероксидазы
хрена был впервые получен с белковым антиге�
ном – белком, связывающим жирные кислоты
(БСЖК), – и использован в конкурентной схе�
ме ИФА для его определения [40]. БСЖК – не�
большой (~15 кДа) цитозольный белок, являет�
ся представителем семейства внутриклеточных
липид�связывающих белков, участвующих в ме�
таболизме жирных кислот. Сердечный тип
БСЖК в большом количестве содержится в сер�
дечных мышцах (0,56 мг/г сердечной ткани) и
иммунологически отличается от других типов
БСЖК. Небольшие размеры белка обуславлива�
ют его быстрое высвобождение из поврежден�
ных кардиомиоцитов в кровоток. Это, а также
хорошая тканеспецифичность в сравнении с
миоглобином, делают БСЖК перспективным
маркером для ранней диагностики острого ин�
фаркта миокарда (ОИМ) [29, 41].

Для получения рекомбинантного конъюгата
ПХ с БСЖК (ПХ–БСЖК) был использован
экспрессионный вектор pETHRP�FABPhis (рис. 3;
см. цветную вклейку), в котором участок ДНК,
кодирующий БСЖК, клонирован по сайту
XmaIII в соответствующей рамке считывания
после кодонов ПХ и перед 6 × His [15]. Рекомби�
нантный конъюгат был экспрессирован в ци�
топлазму клеток E. coli в виде тел включения.
Рефолдинг и реактивацию проводили по схеме,
разработанной ранее для рекомбинантной ПХ с
6 × His на С�конце [15].

Полученный конъюгат ПХ–БСЖК имел
максимум поглощения пика полосы Сорэ при
403 нм, как и для рекомбинантной и нативной
ПХ, что свидетельствует о неизменности микро�
окружения Fe3+ (координация гемом, дисталь�
ным и проксимальным гистидинами). Эти дан�
ные позволили сделать вывод о том, что С�кон�
цевое «удлинение» ПХ белком (БСЖК) с массой
15 кДа не оказывало критического влияния на
каталитическую активность конъюгата, которая
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Рис. 2. Зависимость стационарной плотности тока от кон�
центрации L�лизина (1) и H2O2 (2) в проточно�инжекци�
онной системе для золотых электродов, модифицирован�
ных CHisрПХ, соадсорбированной с ЛО. Потенциал элект�
рода: –50 мВ относительно Ag/AgCl в 0,1 M KCl, скорость
потока субстрата в ФСБР – 900 мкл/мин, pH 6,0. Кривая 1
получена в режиме остановленного потока
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соответствовала значениям удельной актив�
ности растительной ПХ и рекомбинантной ПХ с
6 × His на С�конце (~1000 ед/мг по субстрату
АБТС) [13]. В то же время рекомбинантный
конъюгат взаимодействовал как с моноклональ�
ными антителами в сэндвич�методе ИФА, так и
с поликлональными антителами, специфичны�
ми к БСЖК, что свидетельствовало о сохране�
нии структурной целостности антигенных де�
терминант молекулы БСЖК [29, 40].

Для определения концентрации БСЖК был
предложен метод конкурентного твердофазного
ИФА, на проведение которого требуется значи�
тельно меньше времени по сравнению с сэнд�
вич�методами ИФА. Метод основан на конку�
ренции БСЖК из измеряемой пробы и БСЖК,
меченного пероксидазой, за центры связывания
специфичных к БСЖК антител, иммобилизо�
ванных на поверхности лунок полистиролового
планшета. Для сравнения методом перйодатно�
го окисления олигосахаридов был синтезирован
конъюгат растительной ПХ с БСЖК [42]. Ти�
пичные калибровочные кривые (рис. 4) демон�
стрируют широкий диапазон измеряемых кон�
центраций БСЖК (1,5–500 нг/мл) и низкий
предел обнаружения – 1,5 нг/мл образца (0,05 нг
на лунку). Коэффициент вариации не превышал
8% [40]. Эти результаты согласуются с литера�
турными данными для сэндвич�методов ИФА
с использованием моноклональных антител
(0,02–0,1 нг на лунку) [29, 41]. При более высо�
ких концентрациях БСЖК лучше конкурирует с
рекомбинантным конъюгатом, чем с химически
полученным конъюгатом, за связывание с по�
ликлональными антителами. Это можно объяс�
нить присутствием в химически полученном
конъюгате молекул ПХ, связанных с нескольки�
ми молекулами БСЖК, что приводит к более
высокой аффинности вследствие мультисвязы�
вания с иммобилизованными антителами. Та�
ким образом, рекомбинантный конъюгат, име�
ющий гомогенный состав, стехиометрию 1 : 1 и
удельную активность в два раза выше по сравне�
нию с конъюгатом, полученным традиционным
методом химического синтеза, имеет преиму�
щества при использовании в конкурентной схе�
ме ИФА.

Для тестирования разработанного метода
был проведен анализ образцов плазмы крови,
взятых от одного пациента с диагнозом ОИМ в
течение 24 ч после госпитализации (рис. 5) [40].
Значения концентраций БСЖК, полученные
конкурентным методом ИФА, показали хоро�
шую корреляцию с данными, полученными в
рамках проекта EUROCARDI с помощью сэнд�
вич�метода ИФА и электрохимического имму�
носенсора [29, 41].

Таким образом, впервые была показана воз�
можность воспроизводимого получения реком�
бинантного конъюгата белкового антигена с пе�
роксидазой хрена в качестве фермента�маркера
и использование его в конкурентном методе
ИФА для определения клинически важного ана�
лита – белка, связывающего жирные кислоты
[40]. Такой подход открывает новые перспекти�
вы применения широко используемого фермен�
та�маркера ПХ в конкурентных схемах ИФА с
использованием генно�инженерных конъюга�
тов. Так, была разработана концепция получе�
ния рекомбинантного конъюгата ПХ и челове�
ческого миоглобина, другого важного маркера
для ранней диагностики ОИМ.

РЕКОМБИНАНТНЫЕ КОНЪЮГАТЫ 
Fab/ФРАГМЕНТОВ АНТИТЕЛ С ПХ

Функциональная экспрессия рекомбинантно�
го конъюгата ПХ и фрагментов антител в E. coli
сопряжена с рядом трудностей. В клетках E. coli
отсутствует посттрансляционное гликозилиро�
вание белков, что приводит к низкой раствори�
мости и агрегации полученного белка. Эта проб�
лема может быть решена сменой экспрессион�
ной системы. Например, было показано, что ме�
тилотрофные дрожжи Pichia pastoris более под�
ходят для экспрессии антител, в сравнении с
системой E. coli [43, 44].

По отдельности ПХ [45] и фрагменты анти�
тел [46] – как в одноцепочечной форме scFv [47,
48], так и в форме Fab [49] – были успешно
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Рис. 4. Калибровочные кривые для определения БСЖК.
1 – Рекомбинантный конъюгат, 2 – химически получен�
ный конъюгат
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экспрессированы в клетках P. pastoris. Более то�
го, на основе данной экспрессионной системы
были созданы иммуноконъюгаты: scFv с IgG�
связывающим доменом белка А, с биотин�по�
добной пептидной последовательностью и с Fc�
фрагментом IgG1 [50–52]. Также было показа�
но, что экспрессия в системе P. pastoris в секре�
тируемой форме существенно упрощает масш�
табирование процесса для биотехнологических
приложений [53].

Достижения в функциональной экспрессии
ПХ и антител в секретируемой форме в P. pastoris
[45, 54] открывает путь к созданию рекомбинант�
ных конъюгатов ПХ с антителами для использо�
вания в иммуноанализе. Однако получение ре�
комбинантных конъюгатов – задача довольно
сложная и нетривиальная, поскольку невозмож�
но достоверно предсказать структуру получаемо�
го конъюгата, и, в результате, возможна потеря
функциональной активности как фермента�мар�
кера, так и антигена из�за неправильного фол�
динга двух составных частей химерного белка.

Экспрессионная система для получения ре�
комбинантных конъюгатов ПХ с Fab�фрагмен�
тами антител была разработана на основе векто�
ра pPICZαB и клеток P. pastoris линии X33
(«Invitrogen», США). Эти системы позволяют с
помощью метанол�индуцибельной экспрессии
в культуральную среду получать два вида конъю�
гатов, в которых пероксидазная часть генети�
чески соединена короткой гибкой линкерной
последовательностью (Gly4Ser)3 с N� или C�кон�
цом тяжелой цепи Fab�фрагмента (рис. 6; см.
цветную вклейку) [55]. Следует отметить, что тя�
желая цепь была выбрана для клонирования

маркерного белка во избежание образования
нефункциональных димеров легкой цепи.

Полученный универсальный вектор pPIC�Fab
содержал пары сайтов SacI/XhoI и PstI/BstEII для
простого переклонирования генов тяжелой и
легкой цепи, гексагистидиновый фрагмент на
С�конце для упрощения очистки целевого белка
с помощью металлохелатной хроматографии, а
также сайт NotI для клонирования белка�марке�
ра (такого как ПХ, зеленого флуоресцентного
белка (EGFP), люциферазы и др.) на С�конце
тяжелой цепи антитела.

Для изучения возможностей такого подхода
впервые были получены рекомбинатные конъ�
югаты ПХ с Fab�фрагментами антител против
атразина (рис. 6). Общий выход рекомбинант�
ных конъюгатов составил около 3–10 мг на 1 л
культурального супернатанта P. pastoris. Относи�
тельно низкий выход секреции конъюгатов в
P. pastoris коррелировал с выходом при отдель�
ной экспрессии гена ПХ [55]. Одним из факто�
ров, отрицательно влияющих на выход, возмож�
но, является избыточное гликозилирование пе�
роксидазной части конъюгата, характерное для
клеток P. pastoris. Для проверки этой гипотезы в
дальнейшем может быть целесообразным удале�
ние всех сайтов N�гликозилирования в гене ПХ,
либо замена ПХ на другой репортерный белок,
например, зеленый флуоресцентный белок.

Для подтверждения антиген�связывающей
активности полученных рекомбинантных конъ�
югатов была выбрана схема непрямого конкурент�
ного одностадийного ИФА атразина. Получен�
ные данные подтвердили наличие как каталити�
ческой, так и антительной активности для всех
вариантов конъюгатов. Однако низкая актив�
ность у образца ПХ�Fab в сравнении с С�конце�
вым конъюгатом Fab�ПХ возможно свидетель�
ствует о том, что взаимное пространственное
расположение двух составных частей химерного
белка в этом случае приводит к снижению ката�
литической активности пероксидазы.

Типичная калибровочная кривая (рис. 7) ха�
рактеризовалась широким диапазоном определе�
ния концентрации атразина от 0,1 до 50 нг/мл,
коэффициент вариации не превышал 8%. Вели�
чина IC50 составила 3 нг/мл, что хорошо согла�
суется с ранее полученными эксперименталь�
ными данными по определению атразина в
двухстадийном ИФА с использованием реком�
бинантных Fab�фрагментов того же антитела
K411B [55], а также с данными по одноцепочеч�
ному мини�антителу (scFv), экспрессированно�
му в E. coli [54, 56]. Таким образом, полученные
в работе [55] рекомбинантные конъюгаты пе�
роксидазы с Fab�фрагментами антитела против
атразина являются функционально активными
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Рис. 5. Сравнительный анализ методов количественного
определения БСЖК в плазме крови человека (профиль па�
циента № 14): 1 – сэндвич�метод ИФА, 2 – конкурентный
метод ИФА, 3 – электрохимический иммуносенсор
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и могут быть использованы для определения ат�
разина методом ИФА.

Успехи в клонировании генов позволяют
конструировать ферменты и конъюгаты на их
основе с заданными свойствами методами нап�
равленного и случайного мутагенеза. Введение
гексагистидиновой последовательности (6 × His)
в С�концевую область ПХ позволило создать
эффективную систему экспрессии гена ПХ в

клетках E. coli. Новая схема рефолдинга и реак�
тивации рекомбинантной ПХ из тел включения
позволила увеличить выход активного белка и
существенно упростить весь процесс получения
рекомбинантной ПХ.

Золотые электроды, модифицированные ре�
комбинантными формами ПХ, проявляют вы�
сокий и стабильный амперометрический сигнал
биоэлектрокаталитического восстановления пе�
роксида водорода вследствие эффективного пря�
мого переноса электронов между поверхностью
золота и активным центром фермента, что слу�
жит основой для создания универсального сен�
сора на Н2О2, а также для создания бифермент�
ных сенсоров, основанных на соиммобилиза�
ции рПХ и соответствующих Н2О2�образующих
оксидаз (лизин�оксидазы, глюкоз�оксидазы и др.).
Чувствительность золотых электродов, модифи�
цированных рекомбинантными формами ПХ,
была в 8–9 раз выше, чем для нативной ПХ.

Впервые была продемонстрирована возмож�
ность воспроизводимого получения рекомбинант�
ных функционально�активных конъюгатов бел�
ковых антигенов и Fab�фрагментов антител с
ПХ в качестве фермента�маркера для использо�
вания в иммуноферментном анализе. Получен�
ные рекомбинантные конъюгаты обладали как
иммунной, так и каталитической активностью.

Таким образом, применение современных
методов белковой инженерии к пероксидазе
хрена открывает новые возможности для разра�
ботки высокочувствительных иммунобиосенсо�
ров нового поколения, основанных на рекомби�
нантной технологии.
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Рис. 7. Калибровочная кривая для определения атразина
методом ИФА с рекомбинантным конъюгатом Fab�ПХ
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Horseradish peroxidase is a key marker enzyme in bio� and immunochemical analyte. New approaches in function�
al expression of the peroxidase gene in E. coli cells and the subsequent refolding process yielded a recombinant
enzyme that is comparable in its spectral and catalytic characteristics to those of the native plant peroxidase. Genetic
engineering of fusions of antigens, antibodies, and enzymes has opened prospects of reproducibly producing recom�
binant conjugates of peroxidase with protein antigens and Fab antibody fragments. This review discusses the use of
recombinant horseradish peroxidase as a marker enzyme in ELISA and in amperometric sensors based on direct elec�
tron transfer.
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