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ВВЕДЕНИЕ

Природный антибиотик широкого спектра 
действия L-хлорамфеникол (Хф), или левоми- 
цетин, представляет собой D-(–)-трео-1-(4-нитро- 
фенил)-2-дихлорацетиламино-1,3-пропандиол, и  
его антибактериальный эффект основан на инги- 
бировании пептидилтрансферазы 70S рибосомы у 
прокариот. Однако в ветеринарной медицине при- 
менение Хф для лечения продуктивных животных 
запрещено, т.к. при попадании в организм человека 

с пищей эта субстанция оказывает токсическое 
действие на кроветворные органы и приводит 
к развитию апластической анемии и других па- 
тологий. Существующие на законодательном 
уровне правила не допускают содержания оста- 
точных количеств Хф в продукции животного 
происхождения, а предел обнаружения Хф мето- 
дами количественного химического анализа не 
должен превышать 0.3 мкг/кг. 

В мировой практике для измерения содержания 
Хф в продуктах питания широко применяется 
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Синтезированы N-гидроксисукцинимидные эфиры новых производных хлорамфеникола, в которых 
линкеры связаны с С3-ОН-группой антибиотика через стерически экранированную сложноэфирную 
связь или простую эфирную связь для увеличения устойчивости к гидролизу получаемых на их основе 
биоконъюгатов. С использованием новых реагентов приготовлены продукты их взаимодействия 
с пероксидазой из корней хрена, стабильность которых исследована в прямом конкурентном 
иммуноферментном анализе. Установлено, что наиболее устойчивый линкер между антибиотиком 
и белком получается при формировании простой эфирной связи по С3-положению. Пероксидазный 
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хлорамфениколу после более чем двухнедельного выдерживания при 37°С в специальном растворе 
для разведения меченных пероксидазой антигенов и оказался намного стабильнее традиционных 
производных хлорамфеникола в растворе с повышенным рН. Этот конъюгат в концентрации 8 нг/мл 
применен в системе твердофазного иммуноферментного анализа хлорамфеникола. Чувствительность 
системы к хлорамфениколу составила 0.03 нг/мл, предел обнаружения и предел количественного 
определения антибиотика в неразбавленном молоке – 0.03 и 0.04 мкг/кг соответственно.  
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иммуноанализ в различных его вариантах: фер- 
ментно-колориметрическом [1, 2], ферментно-
хемилюминесцентном [3], флуоресцентном [4, 5].  
Ключевую роль в этих иммуноаналитических 
системах в качестве меченого антигена играет  
производное Хф, присоединенное к инертному  
белку-носителю, ферменту или низкомолекуляр- 
ному соединению.

Ранее мы описали получение карбоксильных 
производных Хф и их белковых конъюгатов с  
использованием лекарственного препарата, состоя- 
щего из растворенной в воде смеси натриевых солей 
1- и 3-гемисукцинатов Хф, в качестве доступного и  
дешевого сырья. Продукт N-ацилирования бо- 
ковых групп остатков лизина в тироглобулине 
активированным эфиром 3-гемисукцината был ис- 
пользован для иммунизации животных. Получен- 
ные поликлональные антитела (Ат) имели высокие  
показатели титра, специфичности и аффинности,  
удовлетворяющие требованиям иммунофермент- 
ного анализа (ИФА). Эти аналитические ха- 
рактеристики проявлялись в полной мере при 
включении в ИФА-систему Хф, присоединенного 
через 3-гемисукцинат или дополненный остат- 
ком адипиновой кислоты 11-атомный линкер к  
пероксидазе хрена (ПХ) в качестве меченого 
антигена [2]. В других работах после активи- 
рования карбоксильной группы 3-гемисукцината 
Хф N-гидроксисукцинимидом получали в ре- 
акциях с N-(3-аминопропил)биотинамидом или 
с Eu3+-комплексонатом N1-(2-аминоэтиламида)- 
диэтилентриаминпентауксусной кислоты полез- 
ные для биоорганической химии и иммуноанализа 
бифункциональные реагенты – Хф-биотин [6]  
и Хф-диэтилентриаминтетраацетат Eu3+ соответ- 
ственно [7].

Наш многолетний опыт работы с гемисукци- 
натными производными хлорамфеникола по 
С3-ОН-группе показал их лабильность при хра- 
нении в виде разбавленных растворов. Такая 
форма хранения конъюгатов удобна при их ис- 
пользовании в ИФА, а их устойчивость – необ- 
ходимое требование для получения стабильных 
результатов анализа. Поэтому актуальным остается 
решение задачи получения производных Хф в 
виде конъюгатов с белками (в частности, с ПХ), 
сохраняющих долгое время свои характеристики 
при применении в ИФА. 

Мы полагаем, что главный фактор в дизайне 
конъюгата – сохранение способности Хф, модифи- 
цированного линкером, связываться со специ- 
фичными Ат. При получении нами анти-Хф-Ат 
в формировании антигенной детерминанты Хф 
участвовала боковая цепь молекулы. Показана 

низкая специфичность Ат к Хф-основанию, в 
молекуле которого, в отличие от Хф, отсутствует 
N-ацильный фрагмент алифатической цепи. 
Поэтому можно предположить, что замена дихлор- 
метильной группы алкиламином и последующее 
конъюгирование с меткой через положение С2,  
как предложено другими авторами [4, 5], вызовет 
необходимость поиска новых анти-Хф-Ат для 
иммуноаналитической системы. Также ранее 
установлено, что имеющиеся Ат проявляют низкую 
перекрестную реактивность к фторфениколу 
и тиамфениколу [2], в молекулах которых за- 
местителем в ароматическом кольце выступает 
не нитро-, а метилсульфонильная группа. Значит, 
нитрогруппа Хф внесла вклад в формирование 
соответствующих антигенных детерминант при 
получении Ат, и вряд ли стоит конъюгировать Хф 
через этот фрагмент молекулы. Таким образом, 
первичная ОН-группа у С3 во многих случаях 
остается главным потенциальным местом для 
модификации Хф.

Целью данной работы был синтез новых про- 
изводных Хф по С3-ОН-группе, проявляющих 
сродство к анти-Хф-Ат, и получение на их основе  
ферментных конъюгатов для прямого конку- 
рентного ИФА, сохраняющих свои свойства в 
течение длительного времени хранения в низкой 
концентрации в водных буферных растворах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Гемисукцинат Хф – сложный эфир янтарной 
кислоты. Известно, что сложные эфиры под 
действием оснований и кислот подвергаются 
гидролизу, однако скорость данного процесса 
существенно уменьшается с увеличением стери- 
ческого объема заместителей по соседству со 
сложноэфирной связью. Основываясь на таких 
представлениях о реакционной способности 
сложноэфирной связи, мы предположили, что  
моноэфир 1,2-циклогександикарбоновой кислоты  
и Хф, ранее описанный в литературе [8], может  
быть более устойчивым к гидролизу по сравнению 
с гемисукцинатом Хф. Эту стратегию мы приме- 
нили для получения первого из двух новых кар- 
боксильных производных Хф (VI) и его гидрокси- 
сукцинимидного эфира (VII). Второе направление 
работы связано с формированием устойчивой 
к гидролизу простой эфирной связи между Хф  
и линкером, получением карбоксильного произ- 
водного Хф (XIV) и его активированного эфира 
(XV). Синтез такого реагента – более сложная за- 
дача, однако ее реализация обеспечивала нас цен- 
ным продуктом, гарантированно устойчивым в 
рабочих средах ИФА. 
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Синтез производных Хф с различными лин- 
керами. Первоначально по схеме 1 было полу- 
чено производное Хф (VII), в котором линкер свя- 
зан с Хф сложноэфирной связью, имеющей до- 
полнительные стерические затруднения за счет 
циклогексанового кольца. Ангидид (rac-VI) для 
химической модификации молекулы Хф был 
получен по аналогии с ранее описанным методом 
[9, 10], исходя из доступного рацемического цис- 
ангидрида (rac-I). С выходом 99% данное соеди- 
нение было превращено в соответствующий ди- 
метиловый эфир и подвергнуто гидрированию. 
Изомеризация цис-1,2-диметоксикарбонилцикло- 
гексанового фрагмента в диэфире (rac-II) в соот- 
ветствующий транс-изомер была осуществлена 
под действием метилата натрия при нагревании, 

после чего сложноэфирные связи продукта под- 
вергали щелочному гидролизу и обработке со- 
ляной кислотой, что приводило к получению дикис- 
лоты (rac-III). Ее нагревание в среде уксусного 
ангидрида позволило получить необходимый ци- 
клический ангидрид (rac-IV). Данный реагент 
взаимодействовал с Хф (V), приводя к образова- 
нию кислоты (VI) в виде смеси стерео- и регио- 
изомеров. В заключение свободная карбоксиль- 
ная группа в соединении (VI) была превращена в 
гидроксисукцимидную эфирную, целевой реагент 
(VII) был выделен хроматографически с выходом 
69%.

Синтез производного (XV), в котором линкер 
связан с Хф простой эфирной связью, проводили 
по схеме 2. В первую очередь был получен алки- 

Схема 1. Синтез сложных эфиров Хф с производными 1,2-циклогександиовой кислоты.

Схема 2. Синтез простых бензиловых эфиров Хф.
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лирующий реагент (XII). Выбор именно такой 
структуры реагента был обусловлен рядом факто- 
ров. Для облегчения реакции алкилирования 
галогенид был расположен в бензильном поло- 
жении, что позволило провести реакцию с Хф в  
мягких нейтральных условиях под действием оксида  
серебра. трет-Бутильная эфирная группа была 
необходима для того, чтобы после присоединения 
реагента (XII) к Хф снять защиту с карбокисльной 
группы в кислой, а не в щелочной среде для пре- 
дотвращения побочных реакций групп Хф. Также  
было решено несколько отдалить карбоксильную 
группу от кольца для облегчения реакции финаль- 
ного активированного эфира с полипептидной 
цепью белка. 

Синтез соединения (XII) начинали с тетра- 
гидропиранильного эфира бромбензальдегида 
(VIII), который вводили в реакцию галоген-
литиевого обмена и формилирования. Реакция 
Хорнера–Вэдсворда–Эммонса полученного альде- 
гида (IX) позволила удлинить его алифатическую 
цепь на два атома углерода, тем самым отдалив 
карбоксильную группу от кольца. Двойную связь  
в соединении (X) восстанавливали водородом в 
присутствии палладиевого катализатора, с насы- 
щенного продукта снимали тетрагидропира- 
нильную защиту и проводили гидролиз сложно- 
эфирной связи. Замещение гидроксильной груп- 
пы в соединении (XI) на бромид и трет-
бутилирование кислоты приводило к получению 
желаемого алкилирующего реагента (XII). Его  
реакцию с Хф проводили в присутствии оксида  
серебра, она протекала достаточно успешно, при- 
водя к получению продукта региоселективного 
алкилирования (XIII) по первичному гидрок- 
силу с выходом 43%. В результате гидролиза сложно- 
эфирной связи под действием трифторуксусной 
кислоты получали кислоту (XIV), активация 
карбоксильной группы которой путем ее превра- 
щения в N-гидроксисукцинимидэфирную приво- 
дила к получению целевого соединения (XV).

Связывание синтезированных производных 
Хф и его пероксидазных конъюгатов с Ат, выра- 
ботанными к иммуногену на основе гемисукци- 
ната Хф. Исследование проводили в гетерофазной 
системе прямого конкурентного ИФА с исполь- 
зованием в качестве метки конъюгата 3-геми- 
сукцината Хф с ПХ (Хф-гс-ПХ). Для сравнения 
способностей производных Хф связываться с 
анти-Хф-Ат (иммунореактивностей) использовали 
величину IC50, равную концентрации раствора 
исследуемого соединения, при внесении которого  
в систему ИФА наблюдается двукратное уменьше- 
ние связывания конъюгата с твердой фазой. Ис- 

ходя из результатов ИФА и полученных значений 
IC50 (рис. 1), следует, что производные Хф (VI) и  
(XIV) проявляют сродство к Ат, но их ингибирую- 
щая активность в отношении связывания Хф-
гс-ПХ с Ат существенно ниже, чем у исходного 
антибиотика и его 3-гемисукцината.

С использованием соединения (VII) синтези- 
ровали конъюгат Хф с ПХ (ХФ-цг-ПХ), в котором 
антибиотик соединен с ферментом с помощью 
1,2-циклогександикарбоновой кислоты (рис. 2). 
Соединение (XV) использовали для получения 
конъюгата Хф с ПХ (ХФ-бенз-ПХ), в котором линкер 
представляет собой оксикарбоновую кислоту, 
включающую бензильный фрагмент (рис. 2). Мо- 
дификацию ПХ проводили путем ацилирования 
первичных аминогрупп полипептидный цепи 
белка с формированием стабильной амидной 
связи по методике ранее проведенного синтеза 
конъюгата Хф-гс-ПХ. К раствору фермента в 0.1 М 
NaHCO3 (рН 8.1) добавляли 10-кратный мольный 
избыток раствора N-гидроксисукцинимидного 
эфира производного Хф в DMF и проводили ин- 
кубацию в течение 16 ч при 4–8°С. Доля органи- 
ческого растворителя в реакционной смеси состав- 
ляла 2%. При модификации ПХ соединением 
(VII) в описанных условиях образовывалось су- 
щественное количество осадка. При характе- 
ристике полученного таким образом конъюгата 
наблюдали отсутствие различий в спектрах погло- 
щения модифицированного и исходного белка, а  
также зафиксировали слабое связывание конъю- 
гата с иммобилизованными Ат к Хф. Это свиде- 
тельствовало об отсутствии взаимодействия или 

Рис. 1. Значения IC50 для исследованных в ИФА сое- 
динений: 1 – Хф, 2 – 3-гемисукцинат Хф, 3 – соеди- 
нение (VI), 4 – соединение (XIV).
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о слабом включении соединения (VII) в молекулу 
ПХ в стандартных условиях проведения синтеза 
конъюгата. Поэтому дополнительно провели син- 
тез в присутствии большего количества органи- 
ческого растворителя в системе (объемная доля 
DMF в реакционной смеси составила 40%), что 
позволило избежать выпадения модифицирующего 
реагента в осадок и привело к получению конъю- 
гата с характеристиками, приведенными далее. 
Продолжительность реакции при этом уменьшили 
до 4 ч, чтобы снизить отрицательное влияние 
органического растворителя на фермент.

Абсорбционные спектры синтезированных 
конъюгатов, а также спектр исходного фермента 
приведены на рис. 3. Отношение оптической 
плотности при 403 нм к поглощению при 280 нм 
для раствора ПХ составило 3.1, для конъюгата 
Хф-цг-ПХ – 2.8, для конъюгатов Хф-гс-ПХ и 
Хф-бенз-ПХ – 1.9. Поскольку раствор Хф, как 
и его производные (VI) и (XIV) (результаты не 
представлены), характеризуется максимумом 
поглощения в диапазоне 272–275 нм, уменьшение 

соотношения A403/A280 в конъюгатах по сравнению 
с исходным белком – следствие включения про- 
изводных Хф в макромолекулу. 

Для получения необходимого колориметри- 
ческого сигнала в ИФА использовали синтезиро- 
ванные пероксидазные конъюгаты в различных 
концентрациях (табл. 1). Наилучшее связывание 
с иммобилизованными Ат, обозначенное как 
B0, неожиданно показал конъюгат Хф-бенз-ПХ.  
Применение в ИФА этого конъюгата, как и конъю- 
гата Хф-гс-ПХ, обеспечило практически в 2 раза  
более высокую чувствительность системы, чем  
в случае конъюгата Хф-цг-ПХ, который прихо- 
дилось использовать в существенно большей кон- 
центрации. 

Влияние длительности ускоренного старения 
конъюгатов Хф на их иммунореактивность. 
Стабильность синтезированных конъюгатов в 
разбавленных водных растворах исследовали с 
использованием метода ускоренного старения. 
Были приготовлены две серии растворов. Одна 
серия – в коммерческом буфере (рН 6.1), специ- 
ально предназначенном для разведения и после- 
дующего хранения пероксидазных конъюгатов. 
Этот раствор, по сведениям производителя, со- 
храняет ферментативную активность ПХ в тече- 
ние 6 месяцев хранения при комнатной темпе- 
ратуре и в течение 1 года хранения при 4°С. 

Рис. 2. Конъюгаты Хф с ПХ.

Рис. 3. Спектры поглощения растворов ПХ и ее 
конъюгатов с Хф.

Таблица 1. Характеристика конъюгатов производных 
Хф с ПХ в системе прямого конкурентного ИФА

Конъюгат Концентрация, 
нг/мл B0 IC50, нМ

Хф-гс-ПХ 30 2.4 0.61

Хф-цг-ПХ 400 2.1 1.20

Хф-бенз-ПХ 8 2.6 0.77
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Вторая серия растворов была приготовлена с ис- 
пользованием Трис-НСl-буфера со слабощелочным 
рН 8.7. Отметим, что трис(гидроксиметил)амино- 
метан, входящий в состав этого буфера, – хороший 
нуклеофил, и при выбранном значении рН он 
вступает в реакции со сложными эфирами, что 
приводит в конечном счете к разрушению эфирной 
связи [11]. 

Приготовленные разбавленные растворы конъ- 
югатов выдерживали при 37°С и делали выводы  
об их стабильности на основании результатов 
конкурентного ИФА с использованием иммоби- 
лизованных анти-Хф-Ат. Регистрировали изме- 
нение величины B0, которая соответствует макси- 
мальному связыванию ферментного конъюгата 
в отсутствие других соединений, обладающих 
сродством к Ат. Наиболее стабильным в обоих 
системах оказался конъюгат Хф-бенз-ПХ, ко- 
торый, в отличие от конъюгатов Хф-гс-ПХ и Хф-
цг-ПХ, полностью сохранил иммунореактивность, 
т.е. способность связываться с антителами, и 
ферментативную активность после хранения в 
течение 17 сут при 37°С в специальном буферном 
растворе для пероксидазных конъюгатов (рис. 4а).  
В результате выдерживания этого конъюгата в 
Трис-НСl-буфере (рН 8.7) в течение 3 сут при 37°С  
детектируемый сигнал уменьшился на 30%, что  
могло быть следствием как инактивации фермен- 
тативной активности ПХ, так и разрушения или 
отщепления производного Хф. Для конъюгатов  
Хф-гс-ПХ и Хф-цг-ПХ, хранившихся в анало- 
гичных условиях, сигнал упал на 90–95% (рис. 4б). 

Сравнение результатов исследования влияния 
длительности ускоренного старения конъюгатов 
на величину B0 позволило сделать выбор в пользу  
Хф-бенз-ПХ как наиболее устойчивого соединения 

для применения в тест-системах ИФА в качестве 
метки. Данный конъюгат по сравнению с ранее  
предложенным Хф-гс-ПХ химически более ста- 
билен как в нормальных для него условиях хране- 
ния, так и в агрессивной среде, провоцирующей 
гидролиз сложноэфирной связи. 

Иммуноанализ Хф в молоке с использова- 
нием конъюгата Хф-бенз-ПХ. Градуировочный 
график прямого конкурентного ИФА с использо- 
ванием конъюгата Хф-бенз-ПХ приведен на  
рис. 5. Чувствительность системы ИФА, которую  
определяли как концентрацию Хф, вызывающую 
снижение интенсивности сигнала в отсутствие 
определяемого соединения на 10% (IC10), соста- 
вила 0.03 нг/мл, диапазон измерения концентра- 
ции Хф в растворе – 0.025–0.750 нг/мл. В такой 
системе ИФА определили содержание Хф в чистом 
молоке и искусственно контаминированных об- 
разцах молока. Молоко для анализа использовали 
в неразбавленном виде, что, с одной стороны, спо- 
собствовало достижению максимальной чувстви- 
тельности определения, а с другой стороны обеспе- 
чивало жесткую проверку влияния матрицы про- 
дукта на процессы специфического взаимодейст- 
вия в лунках и, следовательно, возможности полу- 
чения ложных результатов. Предел обнаружения и 
предел количественного определения Хф в молоке 
составили, соответственно, 0.03 и 0.04 мкг/кг. Их  
рассчитывали как среднее арифметическое из 10 
полученных значений массовой доли Хф в чистом 
продукте, к которому прибавили 3 и 10 стандарт- 
ных отклонений значений массовой доли Хф от  
средней величины. Массовая доля антибиотика в  
образцах молока, искусственно контаминирован- 
ного Хф до значения 0.2 мкг/кг, составила (0.21 ±  
0.02) мкг/кг. 

Рис. 4. Кривые зависимости В0 от длительности ускоренного старения конъюгатов Хф с ПХ при 37°С в специальном 
буферном растворе для хранения ПХ (а) и в Трис-НСl-буфере, рН 8.7 (б).
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Рассчитанный для системы ИФА предел ко- 
личественного определения Хф в молоке оказался 
существенно меньше величины минимального 
рабочего предела, установленного для методов ко- 
личественного определения Хф в продукции 
животного происхождения. Высокие показатели 
аналитической чувствительности испытанной сис- 
темы ИФА в полной мере отвечают требованиям 
скринингового исследования продуктов питания 
в повседневной практике контрольных лаборато- 
рий. Повышенная стабильность базового компо- 
нента ИФА – нового пероксидазного конъюгата 
Хф-бенз-ПХ – способна обеспечить постоянство 
технико-аналитических характеристик тест-сис- 
темы в течение длительного срока, что оказывает 
непосредственное положительное влияние на 
повторяемость и точность результатов определения 
Хф.  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и оборудование. В работе исполь- 
зовали Хф, Хф-3-гемисукцинат, N-гидроксисукци- 
нимид, N,N′-диизопропилкарбодиимид (DIC), 
бычий сывороточный альбумин (BSA), 3,3′,5,5′- 
тетраметилбензидин, 30%-ный водный раствор 
H2O2, ProClin 300 (Sigma, США), Трис (Carl Roth,  
Германия), другие реактивы фирмы Sigma (США),  
Merck KGaA (Германия), Glentham Life Sciences 
(Великобритания), Carl Roth (Германия). Приме- 
няли ПХ фирмы ДиаэМ (Россия) с молекулярной 
массой 40 000 Да. Растворители очищали стан- 
дартными методами.

Ат к Хф и конъюгат Хф-гс-ПХ были получены  
нами ранее [2]. Антитела барана к иммуногло- 
булинам кролика получены от УП “ХОП ИБОХ 
НАН Беларуси” (Беларусь). ИФА выполняли в 
разборных полистирольных 96-луночных микро- 
планшетах, приобретенных у ООО “Хема-медика” 
(Россия). 

Спектры 1H- и 13С-ЯМР регистрировали на  
приборе Avance 500 (Bruker BioSpin Gmbh, Гер- 
мания) в CDCl3, ацетоне-d6. Химические сдвиги  
определяли относительно сигнала тетраметил- 
силана. Оптическую плотность в кюветах и лун- 
ках полистирольных планшетов измеряли с по- 
мощью прибора SPECTROstar Nano (BMG Labtech,  
Германия).

Для очистки конъюгатов использовали обессо- 
ливающую колонку PD-10, заполненную Sephadex 
G-25 (GE Healthcare, США). 

Для приготовления растворов конъюгатов при- 
меняли раствор для стабилизации/разведения 
конъюгатов Guardian™ (Thermo Fisher Scientific Inc.,  
США).

Диметил (1,2-цис)-4-метил-1,2-циклогексан- 
дикарбоксилат (rac-II). К метанолу (200 мл) до- 
бавляли тионил хлорид (5 мл) и далее ангидрид 
(rac-I) (16.4 г, 99 ммоль). Раствор кипятили 1 ч,  
растворители отгоняли при пониженном давлении.  
Остаток растворяли в этилацетате (200 мл), полу- 
ченный раствор промывали водой и насыщенным 
раствором гидрокарбоната натрия. Органический 
слой сушили над сульфатом натрия и упаривали 
при пониженном давлении. Получали ненасы- 
щенный диэфир (21 г, 100%) который использовали 
на следующей стадии без очистки. К раствору 
полученного алкена (21 г, 99 ммоль) в метаноле 
(100 мл) добавляли 10%-ный палладий на активи- 
рованном угле (2.1 г). Суспензию перемешивали 
в атмосфере водорода на протяжении 18 ч, фильт- 
ровали и концентрировали при пониженном 
давлении. Остаток растворяли в петролейном 
эфире и фильтровали через слой силикагеля. 
Растворитель упаривали при пониженном давле- 
нии и получали насыщенный диэфир (rac-II) 
(20.97 г, 99%). 1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3): 3.67  
(с, 3H), 3.66 (с, 3H), 3.26–3.18 (м, 1H), 2.45 (дт, J 12.4,  
4.1, 1H), 2.25–2.17 (м, 1H), 1.99 (дтд, J 11.7, 3.9, 2.1, 
1H), 1.61–1.33 (м, 5H), 0.93 (д, J 6.4, 3H).

(1,2-транс)-4-Метил-1,2-циклогексан- 
дикарбоновая кислота (rac-III). Металлический 
натрий (0.42 г, 18 ммоль) растворяли в сухом 
метаноле (50 мл) и к полученному раствору до- 
бавляли цис-диэфир (rac-II) (10 г, 46.7 ммоль). 
Реакционную смесь кипятили 4 ч, после чего раст- 
воритель отгоняли при пониженном давлении и 

Рис. 5. Калибровочный график ИФА Хф с использо- 
ванием конъюгата Хф-бенз-ПХ.
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получали остаток, содержащий изомеризованный 
транс-диэфир. 1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3): 3.66 
(с, 6H), 2.65 (ддд, J 12.6, 11.3, 3.7, 1H), 2.54 (ддд, 
J 12.6, 11.3, 3.8, 1H), 2.09–1.98 (м, 2H), 1.79–1.71 
(м, 1H), 1.50–1.32 (м, 2H), 1.00–0.93 (м, 2H), 
0.91 (д, J 6.5, 3H). Далее к остатку добавляли 
100 мл 13%-ного раствора гидроксида натрия, 
полученную реакционную смесь перемешивали 
при 75°С на протяжении 4 ч, после чего охлаждали 
до комнатной температуры и экстрагировали 
диэтиловым эфиром. Водную фазу охлаждали 
льдом и подкисляли до рН 2 концентрированной 
соляной кислотой. Продукт экстрагировали ди- 
этиловым эфиром. Органический слой промывали 
водой, насыщенным раствором гидрокарбоната 
натрия, после чего сушили над сульфатом натрия, 
концентрировали при пониженном давлении и 
получали дикислоту (rac-III) (7.38 г, 85% за две 
стадии) 1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3): 2.66 (ддд, 
J 12.5, 11.2, 3.6, 1H), 2.55 (ддд, J 12.6, 11.2, 3.7, 
1H), 2.16–2.04 (м, 3H), 1.80 (дд, J 13.8, 4.3, 1H), 
1.54–1.36 (м, 2H), 1.11–0.97 (м, 2H), 0.94 (д, J 6.5, 
3H), 0.88–0.97 (м, 1H).

(3a,7a-транс-)-5-Метил-3a,4,5,6,7,7a-гекса- 
гидро-1,3-изобензофурандион (rac-IV). Раствор 
дикислоты (rac-III) (1 г, 5.4 ммоль) в уксусном 
ангидриде (15 мл) нагревали при 80°С в течение  
1 ч, после чего летучие компоненты смеси упари- 
вали при пониженном давлении. Остаток упа- 
ривали с сухим толуолом для удаления остатков 
уксусного ангидрида и уксусной кислоты и по- 
лучали ангидрид (rac-IV) (893 мг, 99%). 1H-ЯМР 
(500 MГц, CDCl3): 2.66 (ддд, J 13.2, 11.6, 3.1, 1H), 
2.55 (ддд, J 13.3, 11.6, 3.2, 1H), 2.28–2.21 (м, 2H), 
1.95–1.87 (м, 1H), 1.79–1.62 (м, 1H), 1.59–1.43  
(м, 2H), 1.01 (д, J 6.6, 3H), 1.00–0.87 (м, 1H).

Кислота (VI) (смесь диастерео- и регио- 
изомеров). К раствору Хф (V) (136 мг, 0.42 ммоль) 
и 4-диметиламинопиридина (24 мг, 0.2 ммоль) в 
THF (1 мл) добавляли ангидрид (rac-IV) (71 мг, 
0.42 ммоль). Реакционную смесь перемешивали 
при 50°С в течение ночи и концентрировали при  
пониженном давлении. Остаток хроматографи- 
ровали на силикагеле (элюент дихлорметан/этил- 
ацетат) и получали кислоту (VI) (157 мг, 76%) в 
виде смеси диастереомеров и региомеров с раз- 
ным положением метильной группы в цикло- 
гексановом кольце. 1H-ЯМР (500 MГц, ацетон-d6): 
8.21–8.16 (м, 2H), 7.78–7.71 (м, 2H), 7.58–7.65  
(м, 1H), 6.37–6.33 (м, 1H), 5.29–5.23 (м, 1H), 4.47–
4.39 (м, 1H), 4.39–4.30 (м, 1H), 4.28–4.17 (м, 1H),  
2.70–2.57 (м, 1H), 2.57–2.45 (м, 1H), 1.92–2.24  
(м, 3H), 1.82–1.71 (м, 1H), 1.54–1.34 (м, 2H), 
1.07–0.97 (м, 1H), 0.94–0.88 (м, 3H).

Сукцинимидный эфир (VII) (смесь диастерео-  
и региоизомеров). К раствору кислоты (VI) 
(152 мг, 0.31 ммоль) и гидроксисукцинимида  
(39 мг, 0.34 ммоль) в THF при охлаждении льдом 
добавляли диизопропилкарбодиимид (53 мкл, 
0.34 ммоль). Реакционную смесь перемешивали 
при комнатной температуре в течение ночи, после 
чего упаривали. Остаток хроматографировали на 
силикагеле (элюент: дихлорметан/этилацетат) 
и получали продукт (VII) (126 мг, 69%) в виде 
смеси диастереомеров и региомеров с разным по- 
ложением метильной группы в циклогексановом 
кольце. 1H-ЯМР (500 MГц, ацетон-d6): 8.22–8.17 
(м, 2H), 7.75–7.69 (м, 2H), 7.66–7.60 (м, 1H), 
6.34–6.31 (м, 1H), 5.35 (дд, J 7.0, 4.7, 1H), 5.30–5.22  
(м, 1H), 4.56–4.45 (м, 1H), 4.44–4.33 (м, 1H), 4.33–
4.25 (м, 1H), 2.91–2.88 (м, 4H), 2.78–2.68 (м, 1H),  
2.66–2.58 (м, 1H), 2.31–2.09 (м, 2H), 1.85–1.73  
(м, 1H), 1.65–1.39 (м, 3H), 1.14–1.03 (м, 1H), 
1.01–0.89 (м, 3H).

p-[(Тетрагидро-2H-пиран-2-илокси)метил]- 
бензальдегид (IX). К раствору бромида (VIII)  
(3 г, 11.1 ммоль) в THF (50 мл) при –78°С добав- 
ляли по каплям 1.4 М раствор бутиллития в гек- 
сане (9.5 мл, 13.3 ммоль). Реакционную смесь пе- 
ремешивали при той же температуре в тече- 
ние 2 ч, после чего добавляли DMF (1.03 мл,  
13.3 ммоль). Раствор оставляли медленно отогре- 
ваться до комнатной температуры на ночь, после  
чего к реакционной смеси добавляли насыщен- 
ный водный раствор хлорида аммония (50 мл).  
Органический слой отделяли, водный экстраги- 
ровали эфиром. Объединенные органические 
вытяжки сушили над сульфатом и упаривали 
при пониженном давлении. Остаток хромато- 
графировали на силикагеле (элюент: этилацетат/
петролейный эфир) и получали продукт (IX)  
(1.34 г, 55%). 1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3): 10.01  
(с, 1H), 7.87 (д, J 8.2, 2H), 7.53 (д, J 7.9, 2H), 4.87  
(д, J 13.2, 1H), 4.73 (т, J 3.5, 1H), 4.59 (д, J 13.2, 1H), 
3.90 (ддд, J 11.4, 8.6, 3.1, 1H), 3.56 (дтд, J 11.1, 4.3, 
1.5, 1H), 1.94–1.84 (м, 1H), 1.77 (тдд, J 9.8, 4.0, 3.0, 
1H), 1.73–1.65 (м, 1H), 1.65–1.51 (м, 3H).

3-[п-(Гидроксиметил)фенил]пропионовая 
кислота (XI). К охлажденному льдом раствору 
триэтилфосфоноацетата (673 мкл, 3.4 ммоль) в  
THF (3.4 мл) добавляли 60%-ный гидрид натрия  
(135 мг, 3.4 ммоль). Реакционную смесь переме- 
шивали 30 мин, после чего добавляли альдегид 
(IX) (0.5 г, 2.27 ммоль). Раствор отогревали до 
комнатной температуры, перемешивали 3 ч и 
обрабатывали водой. Водный слой экстрагировали 
диэтиловым эфиром, объединенные органические 
слои сушили над сульфатом натрия и концентри- 
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ровали при пониженном давлении. Остаток хро- 
матографировали на силикагеле (элюент: этил- 
ацетат/петролейный эфир) и получали продукт (X) 
(0.56 г, 85%). К раствору непредельного эфира (X) 
(0.56 г, 1.93 ммоль) в метаноле (10 мл) добавляли 
10%-ный палладий на активированном угле (56 мг),  
полученную суспензию перемешивали в атмос- 
фере водорода 24 ч. Раствор фильтровали, оса- 
док промывали метанолом. К фильтрату, содержа- 
щему ТГП-защищенный насыщенный эфир (X), 
добавляли п-толуолсульфокислоту (25 мг) и полу- 
ченный раствор нагревали до кипения, что приво- 
дило к снятию ТГП-защитной группы с первич- 
ного гидроксила. Растворитель упаривали при 
пониженном давлении и остаток растворяли в  
80%-ном этаноле (5 мл). К полученному раствору 
добавляли гидроксид натрия (0.25 г, 6.3 ммоль) 
и раствор нагревали при 75°С в течение ночи. 
Растворители упаривали при пониженном давле- 
нии, к остатку добавляли воду (20 мл). Водный 
слой экстрагировали эфиром и подкисляли кон- 
центрированной соляной кислотой до рН 2. Про- 
дукт экстрагировали диэтиловым эфиром, органи- 
ческие слои промывали водой, сушили над суль- 
фатом натрия, концентрировали при понижен- 
ном давлении и получали гидроксикислоту (XI) 
(316 мг, 91% за 2 стадии). 1H-ЯМР (500 MГц, 
CDCl3): 7.31–7.27 (м, 2H), 7.22–7.18 (м, 2H), 4.66 
(с, 2H), 2.95 (т, J 7.8, 2H), 2.61 (дд, J 8.4, 7.3, 2H).

трет-Бутил-3-[п-(бромометил)фенил]про- 
пионат (XII). К гидроксикислоте (XI) (600 мг,  
3.33 ммоль) добавляли 12%-ный раствор HBr в  
уксусной кислоте (2.3 мл). Реакционную смесь  
нагревали при 80°С на протяжении 2 ч. Раство- 
ритель отгоняли при пониженном давлении и 
получали неочищенную бромкислоту (1H-ЯМР 
(500 MГц, CDCl3): 7.33 (д, J 8.2, 2H), 7.19 (д, J 8.2,  
2H), 4.48 (с, 2H), 2.95 (т, J 7.8, 2H), 2.68 (дд, J 8.3,  
7.3, 2H)), которую растворяли в диэтиловом эфире  
(5 мл) и переносили в толстостенную пробирку, 
устойчивую к повышенному давлению. К по- 
лученному раствору добавляли 0.5 мл концен- 
трированной серной кислоты и 5 мл изобутилена.  
Пробирку плотно закрывали, и полученный раствор  
перемешивали при комнатной температуре в те- 
чение 2 сут. Пробирку охлаждали в холодильнике 
и открывали пробку. Раствор выливали в диэти- 
ловый эфир (50 мл). Органический слой промывали 
насыщенным раствором гидрокарбоната натрия,  
сушили над сульфатом натрия и упаривали при  
пониженном давлении. Остаток хроматогра- 
фировали на силикагеле (элюент: этилацетат/
петролейный эфир) и получали продукт (XII)  
(0.64 г, 64%). 1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3): 7.32– 
7.29 (м, 2H), 7.19–7.16 (м, 2H), 4.48 (с, 2H), 2.90 
(т, J 7.8, 2H), 2.53 (дд, J 8.3, 7.2, 2H), 1.41 (с, 9H).

Сложный эфир (XIII). К раствору хлорамфе- 
никола (V) (192 мг, 0.59 ммоль) и бензильного 
бромида (XII) (179 мг, 0.59 ммоль) в THF (3 мл)  
добавляли Ag2O (138 мг, 0.59 ммоль). Реакцион- 
ную смесь перемешивали при комнатной темпера- 
туре в течение 4 ч, фильтровали и упаривали 
при пониженном давлении. Остаток хромато- 
графировали на силикагеле (элюент: этилацетат/
дихлорметан) и получали продукт (XIII) (137 мг, 
43%). 1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3): 8.18 (д, J 8.8, 
2H), 7.52 (д, J 8.6, 2H), 7.32–7.14 (м, 4H), 5.77  
(с, 1H), 5.22 (д, J 2.5, 1H), 4.58 (д, J 11.8, 1H), 4.54 
(д, J 11.8, 1H), 4.25–4.21 (м, 1H), 3.80 (дд, J 9.6, 
3.0, 1H), 3.73 (дд, J 9.7, 4.3, 1H), 2.93–2.87 (м, 2H), 
2.54 (т, J 7.9, 2H), 1.42 (с, 9H). 

Кислота (XIV). К охлажденному льдом раст- 
вору сложного эфира (XIII) (130 мг, 0.24 ммоль)  
в дихлорметане (5 мл) добавляли трифторуксус- 
ную кислоту (3 мл), реакционную смесь переме- 
шивали при комнатной температуре 4 ч. Раство- 
рители отгоняли при пониженном давлении. Оста- 
ток хроматографировали на силикагеле (элюент:  
этил ацетат/дихлорметан) и получали соответ- 
ствующую кислоту (XIV) (109 мг, 94%). 1H-ЯМР 
(500 MГц, CDCl3): 8.21–8.11 (м, 2H), 7.59–7.46  
(м, 2H), 7.31–7.15 (м, 4H), 5.79 (с, 1H), 5.23 (д, J 2.6,  
1H), 4.65 (с, 1H), 4.57 (д, J 11.8, 1H), 4.54 (д, J 11.8,  
1H), 4.29–4.20 (м, 1H), 3.78 (дд, J 9.7, 3.2, 1H), 
3.73 (дд, J 9.7, 4.4, 1H), 2.97 (т, J 7.7, 2H), 2.69  
(т, J 7.8, 2H). 13C-ЯМР (126 MГц, CDCl3): 178.1, 
164.4, 147.6, 147.6, 140.7, 134.9, 128.8, 128.5, 126.9, 
123.7, 73.8, 73.5, 70.9, 66.3, 65.2, 54.5, 35.4, 30.4. 

Сукцинимидный эфир (XV). К охлажденному 
льдом раствору полученной кислоты (XIV) 
(78 мг, 0.16 ммоль) и N-гидроксисукцинимида 
(20 мг, 0.17 ммоль) в тетрагидрофуране (3 мл) 
добавляли диизопропилкарбодиимид (27 мкл, 
0.17 ммоль), полученный раствор перемешивали 
4 ч при комнатной температуре, после чего упари- 
вали при пониженном давлении. Остаток хромато- 
графировали на силикагеле (элюент: этилацетат/
дихлорметан) и получали продукт (XIV) (83 мг,  
89%). 1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3): 8.21–8.14  
(м, 2H), 7.57–7.50 (м, 2H), 7.32–7.23 (м, 5H), 7.16  
(д, J 9.0, 1H), 5.77 (с, 1H), 5.23 (с, 1H), 4.59  
(д, J 12.0, 1H), 4.55 (д, J 11.9, 1H), 4.27–4.20  
(м, 1H), 3.78 (дд, J 9.6, 3.2, 1H), 3.72 (дд, J 9.6,  
4.4, 1H), 3.70 (д, J 2.6, 1H), 3.07 (т, J 7.6, 2H), 2.94 
(т, J 7.3, 2H), 2.85–2.78 (м, 4H). 13C-ЯМР (126 MГц, 
CDCl3): 169.3, 168.0, 164.3, 147.7, 147.6, 139.5, 
135.3, 128.9, 128.6, 126.9, 123.7, 73.7, 73.4, 70.8, 
66.3, 54.6, 32.7, 30.2, 25.7.

Конъюгаты ПХ с производными ХФ. К 1.0 мг 
(25 нмоль) ПХ в 0.25 мл 0.1 М NaHCO3 добавляли 
10 мкл DMF, содержащего 0.15 мг (2.5 нмоль) 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 52          № 2          2026

284 КУПРИЕНКО и др.

соединения (VII) или (XV). Реакционную смесь 
перемешивали и инкубировали в течение 16 ч  
при 4°С. Альтернативно добавляли раствор 0.15 мг  
(2.5 нмоль) соединения (VII) в 10 мкл DMF к раст- 
вору 1.0 мг (25 нмоль) ПХ в смеси 0.15 мл 0.1 М 
NaHCO3 и 0.1 мл DMF. Затем реакционную смесь 
перемешивали, инкубировали в течение 4 ч при 
4°С. Синтезированные таким образом конъюгаты 
Хф-цг-ПХ и Хф-бенз-ПХ обессоливали на колонке 
PD-10, уравновешенной 0.15 М NaCl.

Хранение конъюгатов в условиях ускорен- 
ного старения. Растворы конъюгатов Хф-гс-ПХ, 
Хф-цг-ПХ и Хф-бенз-ПХ в концентрации 4 мкг/мл  
приготавливали в специальном буферном раст- 
воре для разведения Guardian™ и Трис-HCl-
буферном растворе (рН 8.7), содержащем 0.15 М  
NaCl, 1 г/л BSA, 0.03% ProClin 300. Растворы 
конъюгатов хранили при 4°С, 25°С или 37°С в те- 
чение 1–17 сут, после чего разбавляли до подобран- 
ной концентрации и использовали в ИФА. 

ИФА. В лунки полистирольного микропланшета 
вносили по 100 мкл раствора антител барана к 
иммуноглобулинам кролика (5 мкг/мл) в 0.1 М 
растворе NaHCO3 и инкубировали в течение 16 ч  
при 4°С. Затем содержимое лунок планшета уда- 
ляли и для блокирования свободных участков 
микропланшета вносили по 200 мкл буфера для 
ИФА, содержащего 0.05 М PBS, рН 7.2, 0.15 М 
NaCl, 1 г/л BSA, 0.05% Tween-20, 0.03% ProClin 
300. Инкубировали микропланшет 16 ч при 4°С, 
после чего содержимое лунок удаляли и вносили в 
каждую лунку по 100 мкл антисыворотки кролика, 
содержащей антитела к ХФ, в титре 1 : 75 000, 
инкубировали в течение 16 ч при 4°С. Лунки план- 
шета промывали буфером (0.01 М PBS, рН 7.2,  
0.15 М NaCl, 0.05% Tween-20), добавляли по 50 мкл  
растворов Хф, или растворов его производных в 
диапазоне концентраций 0.03–2.5 нМ, или проб мо- 
лока и 50 мкл растворов конъюгатов Хф-гс-ПХ,  
Хф-цг-ПХ или Хф-бенз-ПХ подобранной кон- 
центрации. Инкубировали 30 мин при 20–25°С, 
затем лунки промывали буфером, вносили в них по  
100 мкл хромоген-субстратного раствора (1 мМ 
3,3ʹ,5,5ʹ-тетраметилбензидин, 3 мМ Н2О2 в 0.1 М  
натрий-цитратном буфере, рН 4.2), выдержива- 
ли в течение 15 мин при 20–25°С и добавляли по  
100 мкл стоп-реагента (5%-ный раствор Н2SO4). 
Измеряли оптическую плотность растворов в лун- 
ках при 450 нм. Строили графики зависимости 
аналитического сигнала от концентрации Хф и 
его производных. По градуировочному графику 
рассчитывали массовую долю Хф в анализируемых 
пробах. Результаты ИФА в указанных по тексту 
статьи условиях получали не менее, чем в трех  
повторах. Обработку данных проводили с помощью  
программы Microsoft Excel. На рис. 1, 4 и 5 план- 

ки погрешностей обозначают среднеквадратич- 
ное отклонение (SD), p < 0.05.

Пробы молока для ИФА. Образцы пастеризо- 
ванного и стерилизованного молока центрифуги- 
ровали при 10°С и 4000 g в течение 10 мин, после 
чего удаляли верхний слой жира. Подготовлен- 
ные таким образом пробы молока использовали 
в ИФА для расчета предела количественного оп- 
ределения Хф в молоке. Пробы с добавкой Хф 
готовили следующим образом: к 10 мл обез- 
жиренного молока приливали 20 мкл раствора Хф 
(10 нг/мл) и тщательно перемешивали. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложены схемы синтеза двух производных 
Хф, в которых линкерная группа присоединена 
к С3-гидроксилу антибиотика через стерически 
экранированную сложноэфирную или простую 
эфирную связи. В качестве реагента для введения 
сложноэфирного линкера был использован ангид- 
рид транс-метилциклогесандикарбоновой кис- 
лоты. Для получения простого эфирного произ- 
водного Хф был синтезирован трет-бутиловый 
эфир 4-бромметилфенилпропионовой кислоты,  
содержащий реакционноспособную бензилбро- 
мидную группу.

Полученные соединения различаются между 
собой по иммунореактивности в отношении поли- 
клональных антител, индуцированных Хф-3-геми- 
сукцинил-тироглобулином в качестве иммуногена, 
и оба существенно хуже связываются с Ат, чем  
3-гемисукцинат Хф. Однако конъюгаты новых про- 
изводных Хф с ПХ, особенно Хф-бенз-ПХ, 
имели высокие титры и показатели связывания 
с иммобилизованными Ат в системе прямого 
ИФА. Эксперименты по ускоренному старению 
выявили существенные различия в устойчивости 
конъюгатов в нормальной и агрессивной средах 
и показали, что наиболее стабилен Хф-бенз-
ПХ, в котором антибиотик связан с линкером 
простой эфирной связью. Испытание этого нового 
конъюгата Хф с ПХ в системе иммунофермент- 
ного набора реагентов дало результаты, показы- 
вающие достижение практически важной цели 
проведенного исследования. Повышенная им- 
мунореактивность конъюгата и его более высокая  
стабильность по сравнению с предыдущими 
аналогами расширяют область иммуноаналити- 
ческого применения данного реагента и позволяют 
получать для практического использования сис- 
тему ИФА с гораздо более высокими параметрами 
качества.
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Carboxyl Derivatives of Chloramphenicol with Stable  
Linkers in the Side Chain and Their Immunoreactive  

Conjugates with Horseradish Peroxidase
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N-Hydroxysuccinimide esters of new chloramphenicol derivatives have been synthesized, in which linkers  
are linked to the C3 OH group of the antibiotic through a sterically shielded ester bond or an ether bond to 
increase the hydrolysis resistance of the bioconjugates obtained on their basis. The products of interaction of 
these new reagents with horseradish peroxidase were prepared, the stability of which was studied in direct 
competitive enzyme immunoassay. It was established that the most stable linker between the antibiotic and 
the protein is obtained by forming the ether bond at the C3 position of chloramphenicol. The peroxidase 
conjugate with this linker completely retained its ability to bind to anti-chloramphenicol antibodies after 
more than two weeks of keeping at 37°C in a special solution for diluting peroxidase-labeled antigens 
and turned out to be much more stable than traditional chloramphenicol derivatives in a solution with an 
elevated pH value. This conjugate was used in an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to de-
tect chloramphenicol at a concentration of 8 ng/mL. The sensitivity of the assay to chloramphenicol was  
0.03 ng/mL, and the limit of detection and limit of quantification for the antibiotic in undiluted milk were 
0.03 and 0.04 μg/kg, respectively.

Keywords: 3-OH derivatives of chloramphenicol, peroxidase conjugates, enzyme immunoassay


