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ВВЕДЕНИЕ

Лактоферрин (LF) – это гликопротеин с моле- 
кулярной массой около 80 кДа, структура которого 
включает 690 аминокислотных остатков [1]. LF  
принадлежит к семейству трансферринов, и его  
аминокислотная последовательность демонстри- 
рует 60% идентичности с последовательностью 

сывороточного трансферрина [2]. Это структурное 
подобие указывает на эволюционное родство и, 
возможно, на общность некоторых функций [3]. 
Впервые лактоферрин был выделен в 1939 г. Со- 
ренсеном из коровьего молока, а позднее, в 1960 г.,  
Йохансон осуществил выделение лактоферрина 
человека (hLF) из женского молока [1].
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Лактоферрин человека (hLF) – многофункциональный гликопротеин, обладающий полезными 
свойствами: иммуномодулирующие, противовоспалительные, антибактериальные, противовирусные 
и антиоксидантные. hLF, содержащийся в грудном молоке, обеспечивает естественную защиту 
новорожденных от инфекций. Тестирование качества грудного молока и молозива – важная 
задача, которая позволит скорректировать питание ребенка. Известно большое количество методов 
определения hLF, чаще всего используют инструментальные и иммунные анализы. Однако необходимы 
простые и быстрые методы. Ранее нами была продемонстрирована возможность определения hLF 
методом поляризационного флуоресцентного иммуноанализа (FPIA) с применением флуоресцентно 
меченных рекомбинантных нанотел верблюда, который занимал не более 10 мин. В данной работе 
показана возможность определения hLF в образцах молозива, которое отличается по составу от 
молока. Разработан одностадийный иммуноферментный анализ с применением поликлональных 
и моноклональных антител, который позволяет быстрее и с минимальным количеством стадий 
определять hLF в молоке и молозиве. Предел обнаружения ELISA составил 1.25 нг/мл. Методами 
FPIA и ELISA были протестированы 32 образца молозива и 10 образцов молока. Показано, что 
результаты определения hLF в молоке и молозиве методами FPIA и ELISA сопоставимы между 
собой. Разработанный высокочувствительный одностадийный ELISA может быть распространен и 
на другие физиологические жидкости человека, например, слезная жидкость или моча.
Ключевые слова: лактоферрин человека, нанотела, поляризационный флуоресцентный иммуноанализ, 
иммуноферментный анализ
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Лактоферрин обладает высоким сродством к 
ионам трехвалентного железа (Fe3+). Константа 
диссоциации (KD) для комплекса лактоферрин-
железо составляет примерно 10–20 М, что указывает 
на очень прочное связывание [4]. Эта способность 
LF играет ключевую роль в регуляции уровня 
свободного железа в жидкостях организма. Важной 
характеристикой hLF оказывается его выражен- 
ная антимикробная активность, проявляющаяся в  
антибактериальных, противовирусных и противо- 
паразитарных эффектах [5]. Механизмы этих 
эффектов активно изучаются, и вероятно, связаны 
со способностью лактоферрина связывать железо, 
которое служит важным фактором роста многих 
патогенных микроорганизмов [6]. Связывание 
железа лактоферрином лишает патогенов этого 
критически важного компонента, подавляя их 
рост и размножение [7]. hLF играет ключевую 
роль в различных физиологических процессах. 
Он выступает как защитный фактор, участвуя в 
иммунных ответах организма [5, 8]. Кроме того,  
существуют данные о его способности ингибиро- 
вать рост опухолей, что открывает перспективы 
использования hLF в онкологической практике [9]. 
Некоторые исследования указывают, что LF вли- 
яет на ферментативную активность рибонукле- 
азы А, фермента, участвующего в расщеплении 
РНК. Более того, hLF регулирует клеточную про- 
лиферацию и дифференцировку клеток, что кри- 
тически важно для поддержания тканевого го- 
меостаза [9].

Лактоферрин, уникальный гликопротеин, при- 
сутствующий также и в молоке различных млеко- 
питающих, но содержание его значительно варьи- 
руется в зависимости от вида животного и стадии 
лактации [10], что отражает различные потребности 
новорожденных в иммунной защите на ранних 
этапах жизни. Концентрация лактоферрина в 
женском грудном молоке заметно выше, чем в ко- 
ровьем. В молозиве, первом молоке после родов, 
содержание hLF достигает значений свыше 5 г/л, 
которое постепенно снижается до уровня 2–3 г/л  
по мере перехода молока в зрелую стадию лакта- 
ции [11]. В коровьем молоке концентрация лакто- 
феррина составляет приблизительно 0.8 г/л, что 
существенно ниже, чем в человеческом [12]. Эти  
значительные различия в содержании LF напря- 
мую связаны с особенностями иммунной системы 
новорожденных разных видов животных. Ново- 
рожденный ребенок, в силу своей незрелости и 
уязвимости перед инфекциями, имеет гораздо 
более высокую потребность в защитных факторах, 
которые обеспечивает LF. Он играет важную роль 
в борьбе с патогенными бактериями, вирусами и  
грибами, предотвращая их размножение и колони- 
зацию в пищеварительном тракте. Высокая кон- 
центрация LF в человеческом молозиве – своеобраз- 

ный "иммунный буфер", обеспечивающий за- 
щиту новорожденного в период не полностью 
сформированной собственной иммунной сис- 
темы [2, 13].

Таким образом, высокое содержание LF в че- 
ловеческом молозиве обеспечивает оптимальную 
защиту новорожденного. В свете этих фактов по- 
тенциал применения LF в медицине и пищевой 
промышленности кажется поистине огромным. 
Дальнейшие исследования, направленные на 
изучение его свойств, механизмов действия и 
особенностей гликозилирования различных видов 
лактоферрина, могут привести к созданию новых 
терапевтических препаратов и функциональных 
продуктов питания, способных улучшить здоровье 
человека и повысить устойчивость организма к  
инфекционным заболеваниям. Это открывает 
перспективы для разработки инновационных ме- 
тодов профилактики и лечения широкого спектра 
заболеваний, связанных с дисбалансом иммунной 
системы.

Сообщалось о наличии значительной кор- 
реляции между наличием вирусной инфекции у  
матерей, включая COVID-19 (SARS-CoV-2), и кон- 
центрацией hLF в образцах молозива [14]. Концен- 
трация лактоферрина была выше в образцах моло- 
зива женщин с подтвержденной инфекцией SARS- 
CoV-2 относительно матерей в контрольной груп- 
пе. Образцы молозива матерей с активной инфек- 
цией SARS-CoV-2 на момент родов содержали 
наибольшее количество hLF по сравнению с пост- 
инфекционными и контрольными образцами. 
Таким образом, hLF может быть значимым защит- 
ным фактором для новорожденных, находящихся 
на грудном вскармливании. Механизм защит- 
ного действия hLF может быть связан с его способ- 
ностью образовывать комплексы с протеоглика- 
нами гепарансульфата (которые используются ви- 
русами SARS-CoV-2 для проникновения в клет- 
ки), потенциально снижая риск заражения [15]. 
hLF также может влиять на взаимодействие с 
белком ACE2, ограничивая прикрепление вируса 
к мембране клетки [16], и кроме того может сни- 
жать риск воспаления и цитокинового шторма, по- 
скольку тяжелая форма COVID-19 связана с чрез- 
мерным воспалением (например, высоким уров- 
нем IL-6, TNF-α). Лактоферрин помогает модули- 
ровать иммунные реакции, предотвращая гипер- 
инфекцию. Сообщается также, что hLF участвует 
в поддержании здоровья кишечника, влияя на 
его микробиом [17], стимулируя рост полезных 
бактерий (например, бифидобактерий) и одно- 
временно подавляя вредные патогены. Поскольку 
новорожденные подвержены окислительному 
стрессу, hLF, связывая избыток железа, уменьшает 
повреждение тканей свободными радикалами. 
Имеются клинические данные, указывающие 
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на то, что младенцы, находящиеся на грудном 
вскармливании, подвержены меньшему риску 
респираторных инфекций, что может быть свя- 
зано, в том числе и с высоким содержанием лакто- 
феррина [18]. Высказано предположение, что не- 
значительные проявления симптомов заболева- 
ния у некоторых новорожденных, инфицирован- 
ных COVID-19, могут быть связаны с защитными 
факторами, содержащимися в грудном молоке (хотя  
необходимы дополнительные исследования) [19].

Грудное молоко – лучший источник hLF для но- 
ворожденных [20], однако состав и ценность мо- 
лока зависит от многих причин [21–23]. Если груд- 
ное вскармливание невозможно, то используются 
детские смеси с добавлением лактоферрина [17, 
24]. Для профилактики инфекций недоношен- 
ным детям иногда назначают препараты, содер- 
жащие лактоферрин [25]. hLF, содержащийся в  
грудном молоке, обеспечивает естественную за- 
щиту новорожденных от инфекций [24, 26]. По- 
этому необходимо контролировать содержание 
LF как в женском грудном молоке, так и в дет- 
ских смесях [27]. Определение уровня hLF в 
женском молоке имеет важное значение по не- 
скольким причинам: (1) иммунологическая защита  
новорожденного; (2) поддержка развития кишеч- 
ника; (3) показатель качества молока и диагностика 
состояния матери (снижение уровня LF может 
указывать на возможные проблемы со здоровьем 
матери или на необходимость коррекции ее пита- 
ния) [23, 28] и (4) для исследования и разработки 
смесей (изучение уровня лактоферрина помогает 
в разработке искусственных смесей, максимально 
приближенных по составу к грудному молоку, что 
особенно важно для детей, которые не могут по- 
лучать грудное вскармливание). На сегодняшний 
день существует ряд методик, позволяющих опре- 
делять концентрацию лактоферрина не только в 
грудном молоке, но и в других биологических жид- 
костях организма. Один из наиболее распростра- 
ненных и надежных методов – высокоэффектив- 
ная жидкостная хроматография (HPLC) [29,30]. 
Этот метод позволяет определить концентрацию 
лактоферрина с высокой точностью, однако требует 
наличия дорогостоящего специализированного 
оборудования, а также тщательной подготовки 
проб, включающей ряд этапов очистки и фильтра- 
ции образца молока для предотвращения засорения 
колонки. Кроме того, необходимы специальные 
знания и навыки для правильного проведения 
анализа и интерпретации полученных результатов.

Еще один современный и высокоточный метод 
определения лактоферрина - масс-спектрометрия. 
Этот метод позволяет не только определить кон- 
центрацию лактоферрина, но и установить его пост- 
трансляционные модификации – изменения, про- 
исходящие с молекулой белка после синтеза, такие 

как гликозилирование или фосфорилирование. 
Эти модификации могут влиять на биологическую 
активность лактоферрина. Часто масс-спектро- 
метрия применяется в сочетании с жидкостной 
хроматографией (LC-МС) [31, 32], что позволяет 
предварительно разделять компоненты смеси, а  
затем определить каждый компонент с высокой  
точностью и чувствительностью. Этот комбиниро- 
ванный подход обеспечивает наиболее полную ин- 
формацию о лактоферрине в образце. Электро- 
форез – более простой и менее затратный метод, ис- 
пользуемый, преимущественно, для качествен- 
ного анализа, однако он не дает точных количест- 
венных данных о концентрации аналита. Приме- 
нение метода капиллярного электрофореза позво- 
ляет проводить и количественный анализ образцов 
[33]. Спектрофотометрический метод – более 
простой, он основан на измерении поглощения 
света белком при определенной длине волны. 
Однако, этот метод применим только для об- 
разцов, предварительно очищенных от других 
белков и компонентов молока, что значительно 
ограничивает его применение для анализа груд- 
ного молока без дополнительной сложной под- 
готовки пробы.

Наиболее часто используются иммунные ме- 
тоды анализа LF. Метод латексной агглютинации 
основан на взаимодействии лактоферрина с 
антителами, иммобилизованными на поверх- 
ности латексных частиц [34]. Этот метод доста- 
точно простой и быстрый, но менее точный, чем  
ВЭЖХ или масс-спектрометрия. Он часто исполь- 
зуется для скрининговых исследований, позволяя 
быстро определить наличие или отсутствие LF в  
образцах. ELISA - наиболее распространен, по- 
скольку применение специфичных к лактофер- 
рину антител позволяет определять концентрацию 
белка в различных образцах с низким пределом 
обнаружения [35]. Известен и другой формат им- 
мунноанализа определения hLF – это метод по- 
ляризационного флуоресцентного иммуноанализа 
(FPIA) [36]. Метод FPIA основан на измерении 
степени поляризации флуоресцентного излучения, 
которая зависит от вращательной диффузии мо- 
лекул в растворе [37]. При связывании флуорес- 
центно меченного вещества небольшого моле- 
кулярного веса с высокомолекулярной молеку- 
лой сигнал поляризации флуоресценции увеличи- 
вается [36]. В качестве распознающего реагента 
используются флуоресцентно меченные рекомби- 
нантные нанотела верблюда, имеющие высокую 
аффинность к hLF. Данный метод позволяет 
быстро и количественно определять hLF в женском 
грудном молоке. Длительность анализа занимает 
не более 10 мин. Однако это исследование было 
проведено на очень ограниченном количестве 
реальных образцов молока, кроме того, не была 
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изучена возможность применения метода FPIA 
в молозиве, которое имеет более сложный и 
насыщенный состав, чем молоко.

В данном исследовании мы увеличили коли- 
чество образцов молока и молозива здоровых 
женщин и предприняли попытку определить со- 
держание лактоферрина методом FPIA c приме- 
нением флуоресцентно меченных нанотел вер- 
блюда, полученных против различных эпитопов  
лактоферрина человека. Кроме того, полученные  
результаты будут сопоставлены с результатами, 
полученными новым методом иммунофермент- 
ного анализа с использованием моноклональных 
(MAb) и поликлональных (PAb) антител, получен- 
ных против hLF. Возможно, что сочетанное ис- 
пользование MAb и PAb позволит получить более 
чувствительный метод анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка метода ELISA с моноклональ- 
ными антителами. Для создания чувствительной 
ELISA тест системы определения hLF были взя- 
ты моноклональные антитела XL38 или XL61, 
полученные против hLF, и их конъюгаты с пер- 
оксидазой хрена с различными разведениями. 
Первоначально подбирали пару иммунореагентов. 
В лунки планшета с предварительно сорбиро- 
ванными моноклональными антителами XL38 
или XL61 (5 мкг/мл) добавляли hLF с различными 
концентрациями (0–10000 нг/мл). Затем после  
30 мин инкубации и отмывки добавляли конъю- 
гаты XL38-HPR или XL61-HPR с разведением 
10000, 20000 и 40000 раз. На рис. 1 представлены 
результаты эксперимента для конъюгатов XL38-
HPR и XL61-HPR c разведением в 10000 раз.

Как видно из рис. 1 при тестировании гомо- 
логичных пар, XL38/XL38-HPR и XL61/XL61- 
HPR, не наблюдалось заметного изменения опти- 
ческой плотности при увеличении концентрации 

hLF. Вероятно, эпитоп на hLF может быть экрани- 
рован антителом, сорбированным на планшете, и 
при добавлении гомологичного конъюгата Mab с 
пероксидазой связывания с hLF не наблюдается. 
Однако при тестировании пар с гетерологичными 
парами антител, XL38/XL61-HPR и XL61/XL38-
HPR, наблюдается значительное увеличение сиг- 
нала, что свидетельствует о связывании конъю- 
гата с лактоферрином. Поэтому для дальнейшей 
работы были выбраны пары XL61/XL38-HRP и 
XL38/XL61-HRP с титром конъюгата 1 : 10000. Ис- 
пользуя данные пары реагентов, были построены 
калибровочные зависимости для определения hLF 
(рис. 2). Однако при тестировании системы для 
определения низких концентраций лактоферрина, 
при концентрации 1 нг/мл, ошибка измерения 
составляла около 230%, что свидетельствует о 
невозможности определения низких концентраций 
hLF в такой системе.

Поскольку при использовании пар монокло- 
нальных антител и их конъюгатов с пероксидазой 
XL61/XL38-HRP и XL38/XL61-HRP не удалось 
создать чувствительного метода анализа, далее в  
качестве сорбированного реагента была исполь- 
зована поликлональная антисыворотка кролика, 
полученная против hLF. Мы предположили, что 
сочетание поликлональных антител в качестве 
сорбированного реагента и моноклонального анти- 
тела как узнающего реагента позволит создать 
более чувствительный метод анализа (табл. 1).

Разработка тест системы РАb/MAb-HPR. 
Антисыворотка кролика, As283/U1/2408, с различ- 
ными разведениями (1 : 10000, 1 : 100000, 1 :  
1000000) в карбонатном буфере рН 9 была сор- 
бирована на планшете. После обычных процедур 
отмывания и блокирования свободных участков 
в лунки планшета были добавлены стандартные 
растворы hLF с известными концентрациями 
2–200 нг/мл. В качестве распознающих реагентов 
использовались конъюгаты моноклональных 

Рис. 1. Тестирование систем для определения hLF: (а) – сорбированное антитело XL38; (б) – XL61 c конъюгатами 
XL38-HPR или XL61-HPR c разведением 10000. 

(а) (б)
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антител, XL38-HRP и XL61-HPR, с разведениями 
1 : 20000, 1 : 40000, 1 : 80000. Для создания тест 
системы апробированы два формата ELISA:  
одностадийный и двухстадийный. В первом 
случае к сорбированной антисыворотке добав- 
ляли одновременно стандартные растворы лакто- 
феррина и конъюгированное с пероксидазой 
хрена моноклональное антитело. Двухстадийный 
формат предусматривал последовательную ин- 

кубацию стандартных растворов лактоферрина и 
конъюгатов моноклональных антител XL38-HRP  
и XL61-HPR. Полученные результаты показали,  
что конъюгаты XL38-HRP и XL61-HPR с одинако- 
выми пределами обнаружения распознавали hLF,  
связавшийся с PAb. В табл. 2 в качестве примера 
приведены результаты чувствительности (IC50)  
для двух форматов ELISA тест-систем с исполь- 
зованием XL38-HRP.

Рис. 2. Калибровочные зависимости определения hLF в следующих системах: XL61-XL38-HRP (кривая 1) и XL38-
XL61-HRP (кривая 2).

Таблица 1. Методы определения лактоферрина в женском молоке

Метод Предел  
обнаружения

Область  
определения Ссылка

Высокоэффективная жидкостная хроматография (HPLC) –
0.040–0.140 мг/мл [29]

0.2–5.0 мг/мл [30]
Капиллярный электрофорез 0.01 мг/мл – [33]

Метод латексной агглютинации 0.2 мкг/мл _ [34]
Хемилюминесцентный иммуноферментный анализ 2.85 нг/мл 7.24–800 нг/мл [40]

Радиальная иммунодиффузия – 0.25–4 мг/мл [41]
FPIA 2 мкг/мл 3–10 мкг/мл [36]

ELISA 0.065 мкг/мл 1–25 мкг/мл [42]
ELISA 1.25 нг/мл 1.25–50 нг/мл Данная работа

Таблица 2. Величины IC50 для одностадийной и двухстадийной схем ELISA определения hLF в системе PAb/
XL38-HRP

Разведение  
антисыворотки  
As283/U1/2408

Одностадийный ELISA Двухстадийный ELISA
разведение конъюгата XL38-HRP разведение конъюгата XL38-HRP

20000 40000 80000 20000 40000 80000
IC50 (нг/мл)

1000 4.51 ± 0.10 8.43 ± 0.21 13.61 ± 0.21 4.00 ± 0.11 7.51 ± 0.10 14.01 ± 0.10
10000 4.84 ± 0.21 8.00 ± 0.19 13.55 ± 0.12 4.15 ± 0.12 7.10 ± 0.22 12.51 ± 0.20
100000 12.86 ± 0.22 14.22 ± 0.12 14.94 ± 0.20 26.02 ± 0.21 23.05 ± 0.23 23.01 ± 0.23
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На основании полученных данных для про- 
ведения дальнейшего анализа был выбран одно- 
стадийный формат ELISA с разведением анти- 
сыворотки 10000 раз и разведением конъюгата 
20000 раз (табл. 3). Одностадийный формат проще  
в постановке анализа, а чувствительность метода  
одинакова. Калибровочная зависимость представ- 
лена на рис. 3.

Анализ был апробирован методом введено/
найдено. В буферный раствор рН 7.4 был до- 
бавлен раствор hLF в фосфатно солевом буфере 
рН 7.4 с известными концентрациями, и по ка- 
либровочной зависимости (рис. 3) определяли со- 
держание белка. После чего исследуемые образцы 
молока и молозива, предварительно разбавленные 
PBS в 200000 раз, проверяли на содержание лакто- 
феррина, используя данную систему. Результаты 
измерения представлены в табл. 4. Разработанный 
ELISA метод определения лактоферрина требует 
достаточно сильного разведения образцов молока 
(200000 раз), что может вносить дополнительную 
ошибку в определения лактоферрина. Однако дан- 
ная методика может быть полезна для определения 
белка в образцах с низким содержанием LF (плазма  
крови), в сильно разбавленных образцах, или об- 

разцах, которые можно получить только в очень не- 
больших количествах, например, слеза. В молоке и 
молозиве содержится большое количество лакто- 
феррина от 1 до 5.5 мг/мл. Для определения ма- 
жорных белков лучше использовать метод, ко- 
торый не требует такого сильного разведения 
образца. 

Определение hLF в молоке и молозиве ме- 
тодом FPIA. Такая методика была предложена 
нами в предыдущем исследовании [38]. Метод 
FPIA имеет более высокий предел обнаружения 
2 мкг/мл, но требует разведение молока в 100– 
150 раз. В предыдущем исследовании мы проде- 
монстрировали возможность определения hLF в 
женском грудном молоке методом FPIA, исполь- 
зуя в качестве распознающего реагента однодо- 
менные рекомбинантные нанотела верблюда, об- 
ладающие высокой специфичностью к челове- 
ческому лактоферрину [36]. В работе использо- 
вали anti-hLF5 и anti-hLF16, полученные на раз- 
ные участки распознавания молекулы hLF. В  
предыдущих исследованиях показано, что эти  
нанотела не проявляют перекрестной реактив- 
ности с лактоферрином козы и имеют высокую  
селективность к hLF [36, 38]. Это очень важное  

Таблица 3. Апробация метода определения hLF в одностадийном формате ELISA в системе PAb/ XL38-HRP при 
разведении антисыворотки 1 : 100000 и конъюгата 1 : 20000 раз

Введено, нг/мл Найдено, нг/мл %
2.5 2.4 96
5 4.8 97
10 10.4 104
20 19.8 99

Рис. 3. Область определения hLF в одностадийном формате ELISA в системе PAb/ XL38-HRP при разведении антител 
1 : 100000 и конъюгата 1 : 20000 раз. 
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Таблица 4. Результаты тестирования образцов молока (М) и молозива (МВ) методами FPIA и ELISA

Номер образца
Результаты FPIA, мг/мл

Результат ELISA мг/мл
FITC-anti-hLF5 FITC-anti-hLF16

1-МВ 5.55 ± 0.12 5.31 ± 0.22 5.31 ± 0.21
2-МВ 2.33 ± 0.18 2.14 ± 0.21 2.98 ± 0.31
3-МВ 5.27 ± 0.21 4.80 ± 0.25 4.67 ± 0.28
4-МВ 2.17 ± 0.15 1.98 ± 0.15 1.90 ± 0.12
5-МВ 1.75 ± 0.10 1.52 ± 0.17 1.98 ± 0.20
6-МВ 1.36 ± 0.12 1.78 ± 0.12 1.46 ± 0.14
7-МВ 1.07 ± 0.10 1.01 ± 0.10 1.12 ± 0.12
8-МВ 1.45 ± 0.12 1.56 ± 0.60 1.88 ± 0.18
9-МВ 1.00 ± 0.15 1.02 ± 0.14 1.10 ± 0.12
10-МВ 2.69 ± 0.20 2.70 ± 0.23 2.80 ± 0.14
11-МВ 3.00 ± 0.18 2.84 ± 0.22 2.68 ± 0.13
12-МВ 2.19 ± 0.19 2.47 ± 0.23 2.57 ± 0.12
13-МВ 2.77 ± 0.11 2.57 ± 0.14 2.76 ± 0.18
14-МВ 2.57 ± 0.17 2.38 ± 0.21 2.30 ± 0.21
15-МВ 5.77 ± 0.23 5.72 ± 0.23 5.91 ± 0.26
16-МВ 3.28 ± 0.25 2.75 ± 0.25 2.93 ± 0.28
17-МВ 2.72 ± 0.19 2.59 ± 0.13 2.75 ± 0.15
18-МВ 1.74 ± 0.20 2.34 ± 0.22 2.21 ± 0.19
19-МВ 2.41 ± 0.22 2.43 ± 0.23 2.63 ± 0.15
20-МВ 1.84 ± 0.20 2.05 ± 0.20 2.20 ± 0.18
21-МВ 2.18 ± 0.21 3.35 ± 0.26 2.98 ± 0.32
22-МВ 1.79 ± 0.18 1.17 ± 0.12 1.60 ± 0.12
23-МВ 2.41 ± 0.16 2.20 ± 0.18 2.60 ± 0.23
24-МВ 3.17 ± 0.17 3.27 ± 0.33 3.31 ± 0.21
25-МВ 3.21 ± 0.22 3.83 ± 0.24 3.35 ± 0.24
26-МВ 1.98 ± 0.23 2.05 ± 0.19 1.82 ± 0.26
27-МВ 1.54 ± 0.12 2.07 ± 0.21 1.82 ± 0.15
28-МВ 3.44 ± 0.25 3.97 ± 0.27 3.82 ± 0.26
29-МВ 2.08 ± 0.23 2.16 ± 0.23 1.89 ± 0.11
30-МВ 2.17 ± 0.22 1.98 ± 0.15 1.90 ± 0.15
31-МВ 3.24 ± 0.15 3.78 ± 0.24 3.24 ± 0.13
32-МВ 2.93 ± 0.17 2.62 ± 0.26 2.35 ± 0.14

1-М 1.55 ± 0.23 1.17 ± 0.14 1.42 ± 0.10
2-М 2.33 ± 0.18 2.23 ± 0.21 2.47 ± 0.12
3-М 1.57 ± 0.15 1.25 ± 0.11 1.54 ± 0.11
4-М 1.17 ± 0.14 1.16 ± 0.10 2.05 ± 0.12
5-М 1.75 ± 0.11 1.03 ± 0.13 1.82 ± 0.13
6-М 2.36 ± 0.21 1.97 ± 0.20 1.73 ± 0.15
7-М 1.40 ± 0.12 1.47 ± 0.15 1.12 ± 0.11
8-М 1.45 ± 0.17 1.62 ± 0.16 1.35 ± 0.12
9-М 2.00 ± 0.22 1.86 ± 0.20 2.35 ± 0.21
10-М 2.69 ± 0.23 2.88 ± 0.25 2.67 ± 0.23
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свойство для разработки специфичных диагно- 
стических анализов белков в многокомпонент- 
ных образцах. Однако количество образцов 
женского молока в этих работах было ограничено, 
в экспериментах был использован только конъюгат 
FITC-anti-hLF5, и не показана возможность оп- 
ределения hLF в женском молозиве. Молозиво 
представляет собой более сложную матрицу по 
сравнению со зрелым грудным молоком. Молозиво 
содержит больше витаминов Е, А, С и минераль- 
ных веществ (натрий, калий, хлор, кальций, цинк,  
медь), более высокую концентрацию сывороточных 
белков и незаменимых аминокислот, трипто- 
фана, гистидина и метионина, меньшую концентра- 
цию казеина. Содержание биологически активных 
веществ (антител, ферментов, гормонов) в нем зна- 
чительно выше [39]. Все эти компоненты могут 
влиять на результат эксперимента, поэтому было  
важно показать возможность определения hLF в  
молозиве методом поляризации флуоресценции с 
помощью флуоресцентно меченных однодомен- 

ных нанотел верблюда, как это было продемонстри- 
ровано на образцах молока в работе [36]. Ранее  
нами было показано, что флуоресцентно мечен- 
ный конъюгат FITC-anti-hLF5 специфично и точно  
определяет hLF в образцах женского грудного 
молока. В данной работе мы хотели апробировать 
метод FPIA с применением в качестве распоз- 
нающих реагентов двух конъюгатов FITC-anti-
hLF5 и FITC-anti-hLF16 на 32 образцах женского 
молозива и 10 образцах молока, и сравнить ре- 
зультаты определения с новым методом ELISA.

В данной работе были получены и охаракте- 
ризованы конъюгаты нанотел с флуоресцеинизо- 
тиоцианатом (FITC), FITC-anti-hLF5 и FITC-anti-
hLF16, при различных соотношениях FITC : белок –  
1 : 1; 1 : 2 и 1 : 3. Молярное соотношение антитело/
FITC было определено спектрофотометрически 
в 10 мМ фосфатном буферном растворе (PBS, 
pH 7.4) по уравнению 1. Примеры спектров для 
FITC-anti-hLF16 приведены на рис. 4.

Рис. 4. (а) – УФ-видимые спектры флуоресцентно меченных нанотел верблюда anti-hLF16; (б) – зависимости изменения 
сигнала FP при связывании anti-hLF16 с различными концентрациями hLF при варьировании соотношения нанотело/
краситель: кривая 1 – 1 : 2 и кривая 2 – 1 : 1.

(а) (б)

Мы полагали, что увеличение степени модифи- 
кации нанотел флуоресцеином позволит снизить 
предел обнаружения hLF, однако этого достичь не  
удалось, так как дальнейшее увеличение концен- 
трации красителя не приводило к снижению пре- 
дела обнаружения (LOD), 5.0 ± 0.1 и 5.6 ± 0.1 мкг/мл  
для конъюгатов anti-hLF16 (1 : 1) и (1 : 2), со- 
ответственно. Конъюгат anti-hLF16(1 : 3) не про- 
демонстрировал существенного изменения сиг- 
нала при связывании с hLF. Подобную зависи- 
мость наблюдали и для конъюгатов anti-hLF5. Ве- 

роятно, это связано с экранированием связываю- 
щих эпитопов на нанотелах флуоресцеином и воз- 
никновением стерических затруднений. Поэтому 
модификация нанотел с соотношением краси- 
тель : белок (1 : 1) выбрана как оптимальная.

Метод FPIA относится к методам смешал/из- 
мерил, что выступает его большим преимуществом. 
Мы использовали прямой формат FPIA, для этого 
готовили раствор флуоресцентно меченных нано- 
тел FITC-anti-hLF5 и FITC-anti-hLF16 с кон- 
центрацией 5 нМ и добавляли 50 мкл стандарт- 
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ных растворов hLF. На рис. 5 приведены калибро- 
вочные зависимости для определения hLF мето- 
дом FPIA, применяя в качестве распознающих 
реагентов FITC-anti-hLF5 и FITC-anti-hLF16. Как  
видно, с конъюгатом FITC-anti-hLF16 удалось по- 
лучить чувствительный анализ, предел обнару- 
жения составил 5.0 ± 0.1 мкг/мл. По данным зави- 
симостям были определены концентрации hLF в 
образцах молозива (МВ) и молока (М) человека, 
результаты представлены в табл. 4.	

Как видно из данных табл. 4 все результаты, по- 
лученные методами FPIA и ELISA, сопоставимы 
между собой. Сравнение результатов определения 
hLF в молоке и молозиве человека с использованием 
двух флуоресцентных конъюгатов FITC-anti-hLF5 
и FITC-anti-hLF16 методом FPIA и разработанным 
одностадийным ELISA представлены на рис. 6.

Наклон уравнения линейной регрессии и коэф- 
фициент корреляции (R2) между FPIA и ELISA 
были близки к 1, что указывает на хорошую кор- 
реляцию между результатами обнаружения FPIA 
и ELISA (рис. 6). Можно сделать вывод о том, что 
оба метода можно использовать для определения 
лактоферрина в женском молоке и молозиве.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

FITC (флуоресцеинизотионат, изомер 1), челове- 
ческий лактоферрин (hLF), человеческий трансфер- 
рин (hTF), бычий сыворочный альбумин (BSA), 
человеческий сыворочный альбумин (HSA), казеин 
(Sigma-Aldrich, США), верблюжьи наноанти- 
тела против человеческого лактоферрина anti-hLF5  
(20.1 кДа) и anti-hLF16 (20.0 кДа) получены авторами  
статьи [28], мышиные моноклональные антитела 
XL38 и XL61, и антитела меченные перксидазой 
хрена XL38-HRP и XL61-HRP, антисыворотка кро- 
лика против лактоферрина человека As283/U1/ 
2408 (ООО ХЕМА, Россия). Планшеты разборные 
96-луночные высокосорбционные, (ООО ХЕМА, 
Россия). 

Буферные растворы: 50 мМ карбонат/бикар- 
бонатном буфере рН 9 (СВ) и 25 мМ фосфатный 
буфер рН 7.4 содержащий 0.15 М NaCl (PBS).

Измерения сигнала FP проводили с исполь- 
зованием портативного флуориметра Sentry 200 
(Ellie, США) (λex/λem 495/530 нм), оптическую 
плотность растворов при 450 нм измеряли на 
микропланшетном фотометре Bio-Rad 680, (Bio-
Rad Laboratories Inc., США).

Получение и подготовка образцов молока и 
молозива. Материалом исследования послужило 
грудное молоко и молозиво, полученное от здоровых 
доноров-родильниц в период 2023–2024 гг. Всего 
в исследовании приняли участие n = 42 роженицы, 
подписавшие информированное добровольное 
согласие на участие в исследовании. Исследуемая 
когорта родильниц представляла широкий воз- 
растной диапазон (18–44 лет), в среднем 30.17 ±  
5.7 лет. Абсолютный критерий включения в ис- 
следование – отсутствие тяжелой соматической и  
экстрагенитальной патологии у пациентки. Относи- 
тельными критериями включения: одноплодная 
беременность в доношенном сроке гестации, 
самопроизвольные роды через естественные ро- 
довые пути, обеспечение грудного вскармлива- 
ния новорожденному ребенку и его совместное 
пребывание с матерью в палате послеродового 
отделения. В микропробирки типа эппендорф 
объемом 2.0 мл производили сбор молозива на 1-е 
сутки и молока на 3-и сутки после своевремен- 
ных самопроизвольных родов. Затем биологи- 
ческий материал замораживали и хранили при 
температуре –20°С до использования.

Рис. 5. Зависимость изменения сигнала FP от кон- 
центрации hLF при связывании с FITC-anti-hLF16 (1) 
и FITC-anti-hLF5 (2).

Рис. 6. Сравнение методов определения активности 
лактоферрина методом FPIA используя два флуорес- 
центно меченных нанотел FITC-anti-hLF5 (1) и FITC-
anti-hLF16 (2) и ELISA. (1) y = 0.31 + 0.90*x (R2 = 
0.92) и (2) y = 0.21 + 0.92*x (R2 = 0.93).
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Приготовление стандартных растворов 
лактоферрина. Готовили растворы лактоферрина 
с известной концентрацией 10000, 1000, 100, 
10, 1, 0.1, 0.01 нг/мл из очищенного препарата 
лактоферрина в PBS.

Проведение и оптимизация ELISA анализа 
лактоферрина с MAb. Сорбция антител на 
планшет. Моноклональные антитела XL38 и 
XL61 с концентрацией 5 мкг/мл в карбонатном 
буфере с рН 9 добавляли по 100 мкл в лунки 
высокосорбционных разборных 96-луночных 
планшетов (ООО ХЕМА, Москва, Россия) и 
инкубировали 18 ч при +4°С. По окончании 
инкубации планшет отмывали добавлением в 
каждую лунку 300 мкл отмывающего раствора 
(PBS + 0.1% TWIN 20) однократно. Затем в лунки 
добавляли по 100 мкл блокирующего буфера  
(PBS + 2% сахароза + 0.01% казеин) и инкубиро- 
вали 3 ч при температуре 18–25°С. Блокирующий 
буфер удаляли и оставляли планшеты высушивать 
при температуре 18–25°С 3 суток.

Выбор пары иммунореагентов для MAb XL61 
и XL38. В лунки планшета с сорбированными  
MAb XL61 или XL38 вносили по 100 мкл раство- 
ров hLF разных концентраций (0–10000 нг/мл) и 
инкубировали при 37°С 30 мин, затем планшет 
отмывали 3 раза внесением в каждую лунку по 
300 мкл отмывающего раствора (PBS + 0.1% 
TWIN 20). Добавляли в лунки с лактоферрином по 
100 мкл конъюгатов антител, меченных перокси- 
дазой хрена XL38-HRP или XL61-HRP с разным 
разведением (1 : 10000; 1 : 20000 и 1 : 40000 раз).  
Инкубировали при 37°С 30 мин, затем планшет от- 
мывали 5 раз внесением в каждую лунку по 300 мкл  
отмывающего раствора (PBS + 0.1% TWIN 20).  
В каждую лунку добавляли по 100 мкл субстрат- 
ного раствора тетраметилбензидина (ТМБ). Инку- 
бировали планшет в темноте при комнатной темпе- 
ратуре в течение 20 мин. По окончании инкуба- 
ции вносили в каждую лунку по 100 мкл стоп- 
реагента (раствор серной кислоты, 5%). Измеряли  
оптическую плотность при 450 нм. Все экспери- 
менты дублировали.

Построение калибровочных зависимостей 
с антителами XL61 и XL38. В лунку планшета 
с сорбированными антителами XL61 и XL38 
вносили по 100 мкл растворов hLF разных кон- 
центраций (0–100 нг/мл) и инкубировали при  
37°С 30 мин, затем планшет отмывали 3 раза вне- 
сением в каждую лунку по 300 мкл отмывающего 
раствора (PBS + 0.1% TWIN 20). Добавляли в 
лунки с лактоферрином по 100 мкл конъюгатов 
антител, меченные пероксидазой хрена XL38-
HRP и XL61-HRP в выбранных разведениях. 
Далее поступали как в предыдущем случае. Зна- 
чения оптической плотности лунок с градуировоч- 
ным пробами используют для построения градуи- 

ровочной кривой с помощью графика линейного 
вида. За результат измерений лактоферрина в ис- 
следуемой пробе принимают среднее арифме- 
тическое значение результатов двух параллельных 
определений по формуле: 

x̄ = (x1+x2)/2.
Проведение и оптимизация ELISA анализа 

hLF с антисывороткой кролика As283/U1/2408. 
Тестировали формат анализа с сорбированной на  
планшет поликлональной кроличьей антисыво- 
роткой As283/U1/2408. Растворы антисыворотки 
с разведением 1 : 1000, 1 : 10000, 1 : 100000,  
1 : 1000000 в СВ с pH 9.0 помещали в каждую 
лунку по 100 мкл и инкубировали при +4°С 18 ч.  
Далее планшет отмывали и блокировали как 
описано выше.

Проверка форматов ELISA. Одностадийный 
ELISA. В лунку планшета с сорбированной 
антисывороткой вносили по 50 мкл растворов 
лактоферрина разных концентраций (0–100 нг/мл)  
и 50 мкл конъюгированного с пероксидазой хрена  
моноклонального антитела XL38-HRP или XL61-
HRP с разными разведениями (1 : 10000; 1 : 20000 
и 1 : 40000 раз). Инкубировали при 37°С 60 мин, 
затем планшет отмывали 5 раз внесением в каждую 
лунку по 300 мкл отмывающего раствора (PBS + 
0.1% TWIN 20). В каждую лунку добавляли по 
100 мкл ТМБ. Инкубировали планшет в темноте 
при комнатной температуре в течение 20 мин. По 
окончании инкубации вносили в каждую лунку по 
100 мкл раствора 5% серной кислоты. Измеряли 
оптическую плотность растворов при 450 нм. Все 
эксперименты дублировали.

Двухстадийный ELISA. В лунку планшета 
с сорбированной антисывороткой вносили по  
100 мкл растворов лактоферрина разных концен- 
траций (0–100 нг/мл). Инкубировали при 37°С  
30 мин, затем планшет отмывали 3 раза внесением 
в каждую лунку по 300 мкл отмывающего раст- 
вора (PBS + 0.1% TWIN 20). Далее добавляли в 
лунки по 100 мкл конъюгатов антител, меченных 
пероксидазой хрена XL38-HRP или XL61-HRP с 
разными разведениями. Инкубировали при 37°С 
30 мин, затем планшет отмывали 5 раз внесением 
в каждую лунку по 300 мкл отмывающего раст- 
вора (PBS + 0.1% TWIN 20). В каждую лунку до- 
бавляли по 100 мкл субстратного раствора тетра- 
метилбензидина (ТМБ). Инкубировали планшет 
в темноте при комнатной температуре в течение  
20 мин. По окончании инкубации вносили в 
каждую лунку по 100 мкл раствор 5% серной кис- 
лоты. Измеряли оптическую плотность при 450 нм.  
Все эксперименты дублировали.

Получение и характеристика FITC-мечен- 
ных конъюгатов anti-hLF. Нанотела анти-hLF5 
и анти-hLF16, специфически распознающие hLF, 
были получены в периплазме бактерий с ис- 
пользованием ранее полученных клонов бактерий- 
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продуцентов [38]. Затем их выделяли из пери- 
плазматического экстракта с помощью металл-
хелатной аффинной хроматографии, очищали и 
характеризовали с помощью хроматографичес- 
кого, электрофоретического и иммуноферментного 
анализов, как описано ранее [38]. Полученные 
нанотела анти-hLF5 и анти-hLF16 конъюгировали 
с FITC и спектрофотометрически оценивали ко- 
личество присутствующего белка, а также степень 
изменения аминогрупп белка [36]. Полученные 
коэффициенты экстинкции, ε280 = 29780 М–1 см–1  
(анти-hLF5 0.91 мг/мл) и ε280 = 28260 М–1 см–1 
(анти-hLF16 0.87 мг/мл), были использованы 
для расчета концентраций антител [32]. Моляр- 
ный коэффициент экстинкции FITC составлял 
73000 М–1 см–1 .

Характеристику полученных иммуноконъю- 
гатов проводили спектрофотометрически в 10 мМ 
PBS (pH 7.4) по уравнению (1):

 ,           (1)

где A492 – оптическая плотность на длине волны 
максимума поглощения FITC (492 нм), A280 – 
оптическая плотность на длине волны максимума 
поглощения антител (280 нм), εanti–hLF – молярный 
коэффициент экстинкции антитела на длине волны 
280 нм, εFITC – молярный коэффициент экстинкции 
FITC на длине волны максимума поглощения, 
C-фактор коррекции для FITC на длине волны 
280 нм (c = 0.35).

Определение hLF методом FPIA. Растворы 
антител FITC-anti-hLF5 или FITC-anti-hLF16 в TWS 
получали с концентрацией 5 нМ. Затем 0.950 мл 
TWS смешивали с 0.050 мл стандартного раствора 
hLF в различных концентрациях (0–1000 нг/мл)  
и измеряли интенсивность сигнала исследуемого 
раствора и изменение поляризации флуоресценции 
(mP). Все измерения дублировали. Значения mP  
со стандартными растворами различных концен- 
траций усредняли и использовали для построения 
градуировочной кривой. Для определения hLF 
образцы молока и молозива предварительно раз- 
бавляли в PBS в 100 – 150 раз и проводили изме- 
рения как описано выше.

Статистическая обработка результатов. Для  
статистической обработки и визуализации получен- 
ных данных использовали программы RIDAWIN 
(ООО ХЕМА) и OriginPro 2018 (Northampton, 
MA, USA). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан высокочувствительный ELISA и 
показана возможность определения лактоферрина 
человека в молоке и молозиве двумя иммунными 
методами: ELISA и FPIA. Получены конъюгаты 
рекомбинантных нанотел верблюда anti-hLF5  

и anti-hLF16 с различным количеством модифи- 
цированных флуоресцеином групп и показано, 
что оптимальным соотношением белок/краситель 
оказалось соотношение 1 : 1. Продемонстрирована 
возможность определения лактоферрина человека 
в женском молоке и молозиве методом FPIA ис- 
пользуя в качестве распознающих реагентов два  
флуоресцентно меченных рекомбинантных нано- 
тел верблюда FITC-anti-hLF5 или FITC-anti-hLF16. 
Показано, что оба нанотела демонстрируют со- 
поставимые результаты и могут быть использо- 
ваны для определения hLF. Разработаны односта- 
дийный и двухстадийный форматы ELISA, в 
котором использовали в качестве сорбированного 
иммунореагента поликлональную сыворотку кро- 
лика, а в качестве распознающего реагента – конъю- 
гат моноклонального антитела с пероксидазой 
хрена. Такое сочетание антител позволило полу- 
чить высокочувствительный метод определения 
лактоферрина. Оба формата ELISA продемонстри- 
ровали предел обнаружения 1.25 нг/мл. Поскольку 
одностадийный формат требует меньше времени 
и манипуляций без потери чувствительности он  
был выбран для тестирования образцов. Были 
проанализированы 32 образца молозива и 10 об- 
разцов молока методами FPIA и ELISA. Показано, 
что оба метода дают сопоставимые результаты 
и могут быть использованы для определения 
лактоферрина человека в молоке и молозиве. Оба 
метода обладают высокой чувствительностью и 
специфичностью. Предел обнаружения ELISA 
более чем на три порядка ниже, чем для FPIA. 
Однако для определения мажорного белка молока 
hLF удобнее использовать быстрый гомогенный 
FPIA, длительность которого занимает всего 10 мин. 
Определение лактоферрина в физиологических 
жидкостях человека – важный прогностический 
маркер ряда заболеваний, включая онкологию, 
поэтому высокочувствительный ELISA метод  
может быть распространен и на другие физиологи- 
ческие жидкости человека: плазма крови, слезная 
жидкость, моча и т.д.
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Human lactoferrin (hLF) is a multifunctional glycoprotein with beneficial properties: immunomodulatory, 
anti-inflammatory, antibacterial, antiviral, and antioxidant. hLF, present in breast milk, provides natural 
protection for newborns against infections. Testing the quality of breast milk and colostrum is an important 
task that allows for the adjustment of infant nutrition. There are numerous methods for determining hLF, 
with instrumental and immunoassays being the most commonly used. However, simple and rapid methods 
are needed. Previously, we demonstrated the possibility of determining hLF using polarization fluorescence 
immunoassay (FPIA) with fluorescently labeled recombinant camelid nanobodies, which took no more 
than 10 min. This work shows the possibility of determining hLF in colostrum samples, which differs in 
composition from milk. A one-step enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using polyclonal and 
monoclonal antibodies has been developed, allowing for faster and minimal-step determination of hLF 
in milk and colostrum. The detection limit of ELISA was 1.25 ng/mL. Using FPIA and ELISA methods,  
32 colostrum samples and 10 milk samples were tested. The results of hLF determination in milk and 
colostrum using FPIA and ELISA were comparable. The developed highly sensitive one-step ELISA can 
also be extended to other human physiological fluids, such as tear fluid or urine.

Keywords: human lactoferrin, nanobodies, polarization fluorescence immunoassay, enzyme-linked im-
munosorbent assay


