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В обзоре рассмотрены вопросы молекулярного импринтинга с участием белковых молекул. Прове-
ден анализ работ, опубликованных за последние пять лет в области биоимпринтинга и посвящен-
ных определению биомолекул, а также усилению ферментативной активности. Основное внимание
уделено импринтингу белковых молекул как методу модификации структуры белковой молекулы за
счет образования сайтов связывания в присутствии субстратов (белковыми молекулами с молеку-
лярным отпечатками или импринтированными белками). Показана перспективность импринтинга
белковых молекул при решении аналитических задач. Обсуждена неоднозначная трактовка терми-
на “биоимпринтинг” при решении различных задач.
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Создание эффективных биомиметических си-
стем молекулярного распознавания является
важной и актуальной задачей современной хи-
мии. В настоящее время значительное число ана-
литических исследований, в том числе при до-
клинической [1], клинической [2] и ветеринар-
ной диагностике [3], проводят с использованием
различных форматов иммуноанализа, основан-
ного на применении антител в качестве специфи-
ческих рецепторных элементов. Несмотря на не-
оспоримые преимущества антител, существую-
щие ограничения их применения и хранения,
обусловливают значительный интерес к созда-
нию искусственных рецепторных систем. Моле-
кулярный импринтинг, основанный на получе-
нии молекулярных отпечатков (молекулярно им-
принтированных полимеров, МИП) различных
соединений при синтезе полимерной матрицы в
присутствии субстратов, является одной из наи-
более эффективных технологий получения спе-
цифических сайтов связывания [4–7]. Впервые
такого рода материалы, обладающие способно-
стью к повышенной адсорбции отдельных алкил-
бензолов, были получены русским ученым
М.В. Поляковым в 30-е годы прошлого века при
полимеризации силикагеля в присутствии соот-
ветствующих углеводородов [4]. Общая схема син-
теза МИП включает сополимеризацию функцио-
нального и сшивающего мономеров в присут-

ствии субстратов (молекул шаблонов).
Последующее элюирование молекул шаблона из
полимерной матрицы позволяет получить струк-
туру, которая характеризуется наличием “моле-
кулярной памяти” по отношению к молекулам
шаблона [7]. Достаточная жесткость полимерной
структуры, достигаемая за счет перекрестного сши-
вания, отвечает за сохранение специфического рас-
положения функциональных групп в МИП [8, 9].
Основным преимуществом применения молеку-
лярного импринтинга является универсальность
и относительная простота проведения синтеза,
высокая стабильность получаемых структур и вы-
сокая специфичность сайтов связывания [8].

Традиционно синтез МИП основан на форми-
ровании селективных сайтов связывания в при-
сутствии субстратов в органических и неоргани-
ческих полимерах синтетического и природного
происхождения. Альтернативным подходом к
синтезу МИП является использование в качестве
матрицы молекул белковой природы. Рецепторы,
синтезированные таким методом, называют бел-
ковыми молекулами с молекулярным отпечатка-
ми или импринтированными белками (ИБ). Пер-
воначально термин ИБ использовали для задач,
связанных с усилением стабильности [10–12] и
активности [10, 12, 13] ферментов. Возможность
иммобилизации ИБ на подложках позволила на-
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чать применять их для решения аналитических
задач. Первым примером применения ИБ в каче-
стве рецепторного элемента распознавания и
определения можно считать работу группы Мат-
тиассона [14], опубликованную в 2016 г.

Цель обзора – анализ работ, посвященных ре-
шению аналитических задач при использовании
молекулярного импринтинга с участием биомо-
лекул как в роли шаблона, так и матричного по-
лимера. Показаны преимущества применения
импринтированных белковых молекул как синте-
тического аналога природных антител при опре-
делении низко- и высокомолекулярных веществ.

БИОИМПРИНТИНГ 
И ИМПРИНТИРОВАННЫЕ БЕЛКОВЫЕ 

МОЛЕКУЛЫ. ОСОБЕННОСТИ 
ТЕРМИНОЛОГИИ

Развитие методов молекулярного импринтин-
га с участием белковых молекул привело к неод-
нозначному использованию термина “биоим-
принтинг”, что вызывает определенные трудно-
сти при поиске и анализе литературных данных.

Традиционно в аналитической химии терми-
ном “биоимпринтинг” обозначают процессы
формирования сайтов связывания, специфичных
к веществам и структурам биологического проис-
хождения – биомолекулам [15, 16], клеткам
[17, 18], вирусам [19], ДНК и РНК [20–22], бакте-
риям [23]. В то же время понятие “биоимприн-
тинг” применяют и для описания процесса им-
принтинга белковых молекул в присутствии суб-
стратов, приводящего к образованию сайтов
связывания, используемых для распознавания и
определения низко- и высокомолекулярных со-
единений [14, 15, 24, 25]. Такое толкование обу-
словлено тем, что техника синтеза ИБ для реше-
ния аналитических задач [14] основана на подхо-
дах, разработанных ранее для решения задач
биокатализа [26], где под “биоипринтингом” по-
нимают процесс усиления и сохранения активно-
сти ферментов, а также модификацию белков для
придания им ферментативных свойств [27–29].
Кроме того, при описании модификации белко-
вой структуры в процессе импринтинга также ис-
пользуют понятия “конформационная модифи-
кация” [30], “ферментативная память” [31], “им-
принтированный белок” [11, 32], “аналог
переходного состояния (биомолекулярный им-
принтинг) (transition state analogue (biomolecular
imprinting)” [26, 33], “молекулярный (био)им-
принтинг на основе межфазной активации (inter-
facial activation-based molecular (bio)-imprinting)”
[10].

Таким образом, при решении аналитических
задач на основе модификации структуры белко-
вой молекулы за счет импринтинга, вероятно, бо-

лее целесообразно использовать термин “им-
принтированные белки”, а не “биоимпринтинг”.
Процессы синтеза ИБ следует характеризовать в
зависимости от типа молекулы шаблона.

МОЛЕКУЛЯРНОЕ РАСПОЗНАВАНИЕ 
В АНАЛИЗЕ БИООБЪЕКТОВ 

(БИОИМПРИНТИНГ)

Современная классификация МИП по типу
синтеза включает объемный, поверхностный и
эпитопный импринтинг. Ввиду сложностей, воз-
никающих при удалении молекул шаблона из по-
лимерной матрицы, и диффузным ограничениям
при образовании комплексов МИП–молекула
шаблона, объемный импринтинг не применяется
при создании МИП, специфичных к биообъектам.
В то же время метод поверхностного импринтинга в
случае биообъектов является более эффективным и
представляет собой основной метод синтеза биоим-
принтированных полимеров.

Ранее опубликованы обзоры работ, рассмат-
ривающих возможности применения молекуляр-
ного биоимпринтинга для распознавания
клеток [17], при разработке биосенсоров [18], а
также при решении задач биомедицины и биотех-
нологии [34, 35]. В данном обзоре рассмотрены
работы, посвященные аналитическому примене-
нию биоимпринтированных систем (табл. 1).

Биоипринтинг клеточных структур открывает
возможность получения микро- и нанотопогра-
фических отпечатков, сохраняющих форму и раз-
мер поверхности слоя клеток [40, 41]. При этом
процесс биоимпринтинга включает стадии выра-
щивания клеток, внутриклеточной фиксации и
заливки полимерным материалом для получения
отпечатка. Основными полимерными материала-
ми, использующимися для клеточного биоим-
принтинга, являются полидиметилсилоксан, по-
листирол и полиметакрилат [42]. В плане повы-
шения степени биоразложения и экологичности
материала альтернативой могут служить пласт-
массы на основе казеина, апробированные при
получении отпечатков мышечных клеток мыши
(миобласты C2C12) [42].

Известны примеры успешного применения
биоимпринтинга клеток для решения аналитиче-
ских задач. Описан [36] метод концентрирования
и идентификации микроорганизмов в водных об-
разцах. Предложена оригинальная схема имму-
ноферментного анализа (ИФА), в которой пер-
вичные антитела заменены на отпечатки соответ-
свующих бактерий в полидиметилсилоксане и
полиуретане, а вторичные антитела – бифункци-
ональными наночастицами SiO2, коньюгирова-
ными с пероксидазой хрена (ПХ). Полученые от-
печатки обладали высокой специфичностью и
позволили увеличить эффективность сорбции со-
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Таблица 1. Примеры биоимпринтированных полимеров

Используемые сокращения: ДОС – диапазон определяемых содержаний, АСМ – атомно-силовая микроскопия, ДИВА – диф-
ференциально-импульсная вольтамперометрия, КВВА – квадратно-волновая вольтамперометриая, СЭМ – сканирующая
электронная микроскопия, ЦВА – циклическая вольтамперометрия.

Мономер/носитель Шаблон cmin/ДОС ИФ Метод исследования Литература

Полиуретан/– Escherichia coli
Rhodococcus rhodochrous
Sarcina aurantiaca

–/– ∼2 Абсорбционная
спектроскопия

 [36]

Полиуретан (полиэти-
ленимин)/–

Микрогранулы полиме-
тилметакрилата

–/– 20 Проточная 
цитометрия

 [37]

3-(Аминопропил)три-
метоксисилан, тетра-
этоксисилан/нано-
частицы серебра

Двухцепочечная ДНК 
точечного мутантного 
гена экзона 21 EGFR

12.5 нМ/
1.5–93 мкМ

4.1 ЦВА, ДИВА  [20]

1,2-Диаминобен-
зол/графитовый элек-
трод

Судан II (1-(2,4-диметил-
фенилазо)-2-нафтол)

0.3 нМ/
1.0–500.0 нМ

– ЦВА, КВВА  [21]

N,N'-метиленбисакри-
ламид N-изопропила-
криламид/эластомер-
ная копия дифракци-
онной решeтки

Вирус ямчатости древе-
сины яблони

10 нг/мл/– – Лазерный дифракци-
онный анализ

 [19]

Толуидиновый 
синий/золотой 
электрод

Простат-специфический 
антиген

–/0.001–
40 мМ

– ЦВА, ДИВА  [38]

Толуидиновый 
синий/стеклоуглерод-
ный электрод

Конъюгат простат-специ-
фического антигена c 
пероксидазой хрена

2.23 нг/мл/
0.01–100 мкг/мл

– ДИВА, КВВА, 
Хроноамперометрия

 [16]

1,2-Диаминобен-
зол/модифицирован-
ный графитовый 
электрод

Дофамин 6 нМ/
20–7000 нМ

– ЦВА, ДИВА  [22]

Тетраметоксисилан, 
метилтриметоксиси-
лан, 2-(метокси(поли-
этиленокси) 
пропил)триметоксиси-
лан (олиго(окись эти-
лена)силан)/–

Цитохром С, зеленый 
флуоресцентный белок, 
бычий сывороточный 
альбумин, пероксидаза 
хрена, глюкозооксидаза, 
лизоцим

–/– 8 Абсорбционная 
спектроскопия
Флуоресцентная 
спектроскопия

 [39]
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ответствующих им бактериальных культур ∼ в два
раза.

В работе [37] предложена методика направлен-
ного выделения раковых клеток из крови, осно-
ванная на применении шаблона-имитатора (мик-
рогранул полиметилметакрилата) в качестве раз-
мерного аналога клеток лейкемии человека
(HL60). Синтезированый материал характеризо-
вался высокими характеристиками удерживания
клеток и специфичностью. Дополнительное вве-
дение модификаторов (1% полиэтиленимина, 3%
Полоксамера-407) позволило увеличить эффек-
тивность удерживания клетки HL60 в 20 раз. При
оптимальной композиции материала удержание
клеток HL60 в пять раз превышало этот показа-
тель по сравнению с мононуклеарными клетками
периферической крови человека.

Значительный интерес представляет примене-
ние метода биоимпринтинга в сочетании с раз-
личными связывающими агентами (антителами,
аптамерами и пептидами) для решения задач рас-
познавания и захвата циркулирующих опухоле-
вых клеток. Безметочный подход к определению
циркулирующих опухолевых клеток поджелудоч-
ной железы, выделяемых из здоровых клеток пе-
риферической крови, и определение селективно-
сти опухолевых клеток-мишеней по отношению
к здоровым клеткам крови человека предложены
в работе [40]. Многостадийный процесс синтеза
молекулярных отпечатков на пленке полиэтилен-
терефталата позволил получить импринтирован-
ный материал, способный захватывать и концен-
трировать опухолевые клетки поджелудочной же-
лезы из смешанной клеточной популяции,
который использовали для изоляции клеток опу-
холи поджелудочной железы от здоровых лейко-
цитов.

Примерами применения молекулярного им-
принтинга при разработке биосенсоров являются
работы [20, 21]. Электрохимический нанобиосен-
сор для определения противоракового препарата
гемцитабина на основе взаимодействия с мутант-
ным экзоном 21 гена человека EGFR предложен в
работе [20], импринтинг фактор (ИФ) материала
составил 4.1. Авторами работы [21] разработана
сенсорная система для определения красителя
Судан II на основе ДНК-импринтированного по-
ли-о-фенилендиамина. Показано, что разрабо-
танный ДНК-биосенсор в 1.8 раза эффективнее
сорбирует молекулы Судана II и в 2.1 раза меньше
сорбирует молекулы Судана I по сравнению с из-
вестным аналогом. Это свидетельствует о пер-
спективности предложенного подхода как для
повышения сорбционной емкости, так и для
улучшения селективности определения.

Достоинством биоимпринтинга является воз-
можность получения “молекулярных отпечат-
ков” и значительно более крупных структур. В ра-

боте [19] использовали гидрогель, синтезирован-
ный реакцией окислительной кополимеризации
N,N'-метиленбисакриламида, N-изопропилакри-
ламида и N,N,N',N'-тетраметилэтилендиамина в
присутствии аптамера вируса ямчатости древесины
(стебля) яблони для изготовления сенсора. Анали-
тические характеристики разработанного сенсора
(табл. 1) сопоставимы с классическим ИФА и флу-
оресцентными методами определения.

Биоимпринтинг белков. Анализ работ, посвя-
щенных молекулярному импринтингу белковых
молекул и их использованию при разработке био-
сенсоров, дан в обзоре [43]. Сложность молеку-
лярной структуры белковых молекул вызывает
определенные трудности при разработке такого типа
сенсорных элементов. В то же время известны при-
меры успешного применения биоимпринтинга при
разработке электрохимических сенсоров для опреде-
ления белковых молекул [16, 38, 44].

Сардаремелли и сотр. [16] разработали биосен-
сор для определения H2O2 в модельных соедине-
ниях и в составе плазмы крови человека методами
дифференциальной импульсной вольтамперо-
метрии, квадратно-волновой вольтамперометрии
и хроноамперометрии. Модификацию стеклоуг-
леродного электрода биоимпринтированным ма-
териалом проводили методом электрополимериза-
ции толуидинового синего в присутствии конъюгата
простат-специфического антигена c ПХ. Биосенсор
позволил определять H2O2 в модельных смесях и ис-
кусственно загрязненных образцах плазмы крови че-
ловека на уровнях 0.001–40 мМ и 0.005–25 мМ соот-
ветственно. Другой пример электрохимического
биосенсора для определения H2O2 в образце плаз-
мы крови человека, а также ПХ представлен в ра-
боте [38]. В качестве подложки для синтеза био-
импринтированного полимера на основе ß-цик-
лодекстрина использовали стеклоуглеродный
электрод, определение H2O2 проводили методом
хроноамперометрии при pH 6.98. Последователь-
ную модификацию золотого электрода глутараль-
дегид–цистеаминовой матрицей и МИП на осно-
ве толуидинового синего использовали для опре-
деления простат-специфического антигена в
образце человеческой плазмы [44].

Авторами работ [16, 38, 44] показано, что ана-
литические характеристики определения анали-
тов сопоставимы с известными сенсорными си-
стемами. Это свидетельствует о перспективности
применения биоимпринтированных полимеров в
биомедицинских исследованиях. В то же время
отсутствие информации о сорбционных характе-
ристиках материалов не позволяет в полной мере
оценить их практическую значимость.

Интересный вариант нестандартной матрицы
для биоимпринтинга белков предложен в
работе [39]. Палочковидные бактерии Bacillus
subtilis использовали как носитель при создании
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микронных отпечатков белков (цитохром C или
зеленый флуоресцентный белок) в кремнеземной
пленке (рис. 1). Полученный материал характе-
ризовался высоким значением ИФ (8) и специ-
фичностью по отношению к другим белкам, а
именно к бычьему сывороточному альбумину
(БСА), ПХ, глюкозооксидазе (ГО), лизоциму. Ав-
торами обсуждены причины высокой специфич-
ности синтезированных МИП к цитохрому C.

ИМПРИНТИРОВАННЫЕ 
БЕЛКОВЫЕ МОЛЕКУЛЫ

Импринтинг белковых молекул – широко рас-
пространенная техника в современной энзимо-
логии, биотехнологии и производстве биотоплив.
В данном разделе рассмотрена основа этого на-
правления импринтинга, его краткая история и
современное состояние. Импринтингом белко-
вых молекул следует считать метод модификации
структуры белковой молекулы за счет образова-
ния сайтов связывания [45]. Замена органического
полимера на белковую молекулу позволяет сохра-
нить общую концепцию молекулярного имприн-
тинга, включающую основные этапы получения се-
лективного сайта связывания и подходы распозна-
вания целевых молекул [14].

Привлекательность использования белковых
молекул в молекулярном импринтинге и распо-
знавании обусловлена набором их уникальных
свойств [46]. Упорядоченная укладка аминокис-

лотной последовательности формирует трёхмер-
ную структуру белка, характеризующуюся хи-
ральной активностью, включающую в себя щели,
полости и набор функциональных групп, способ-
ных взаимодействовать как с небольшими лиган-
дами, некоторыми видами поверхностей и с дру-
гими биополимерами посредством нековалент-
ных гидрофобных связей. Кроме того, при
взаимодействии двух и более структур проявля-
ются кооперативные эффекты, в результате кото-
рых система получает новые свойства, отсутству-
ющие у отдельных компонентов [47]. Взаимодей-
ствие белка с лигандом приводит к образованию
наиболее комплементарного сайта связывания
среди энергетически доступных конформацион-
ных микросостояний посредством незначитель-
ного изменения локальной структуры белка. Это
позволяет лигандам вступать во взаимодействие с
малоразличимыми конформациями белка. Таким
образом, структурная память в таких системах до-
стигается посредством конформационных изме-
нений при образовании комплекса белок–моле-
кула шаблона. Стабилизация и фиксация моди-
фицированной структуры происходит при
переводе комплекса в безводные среды [48], а в
водных средах за счет использования сшивающих
агентов [14].

Считается [8, 46], что первой попыткой созда-
ния сайта связывания в белковой молекуле яви-
лась работа Полинга [49], в которой описывался
возможный способ in vitro получения антител с

Рис. 1. Схема биоимпринтинга белков с применением бактерий. а – иммобилизация бактерий на поверхности стекла;
б – белки, иммобилизованные на поверхности бактерий; в – нанесение кремнеземного золя; г – отпечатки, селектив-
ные к белку, образовавшиеся в пленке кремнезема после удаления белковых бактерий. Адаптировано из [39].

(a) (б)

(в) (г)



680

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 8  2023

ПИДЕНКО и др.

необходимой специфичностью из γ-глобулинов
быка. Глобулин или другой белок предлагалось
[50, 51] поместить в раствор, содержащий анти-
ген, а затем обработать денатурирующим агентом
или подвергнуть воздействиям, вызывающим
раскручивание концов цепи. Устранение влия-
ния денатурирующих условий приводило к рена-
турации цепей и, как следствие, к образованию
устойчивой в данных условиях конфигурации,
комплиментарной антигену и получившей свой-
ства специфического гомологического антитела.
В качестве матричного белка использовали бы-
чий γ-глобулин, в качестве антигенов – трифени-
лэтиленовый краситель метиловый синий и по-
лисахарид пневмококка III типа. Осаждение по-
ликлональных γ-глобулинов полисахаридом
пневмококка III типа показало определенную
степень селективного распознавания. Считается,
что полученные экспериментальные результаты
обладают некоторой степенью “сомнительно-
сти”; возможно, в связи с этим идея создания ис-
кусственных антител трансформировалась в ра-
боты Дики [52] по молекулярному импринтингу
на основе кремнезема для разделения смеси ме-
тилового оранжевого и этилового оранжевого.
Несмотря на дальновидность Полинга,
первой работой, посвященной применению опи-
санного им подхода, можно считать работу Лиу
2004 г. [26]. В то же время работы по модифика-
ции структуры белков техникой “биоимпринтин-
га” за счет перевода белков в органические среды
и, как следствие, усиления ферментативной ак-
тивности протеазы субтилизина в органических
растворителях известны с конца 1980-х годов [31].
В дальнейшем биоимпринтинг успешно приме-
няли для сохранения конформации и химических
свойств белковых молекул при глубоком замора-
живании или осаждении [53], улучшения свойств
ферментов в системах без растворителя [12], а
также в виде метода импринтирования белковых
молекул при создании систем селективного рас-
познавания [54, 55]. К области применения по-
следних относится изготовление клинических ле-
карств и платформ целевой доставки лекарствен-
ных веществ в организме, поскольку получаемые
белковые материалы обладают свойствами, ана-
логичными природным ферментам [56].

Ферментативные системы. Использование
биокатализа в органическом синтезе является бо-
лее эффективной и экологически чистой
альтернативой традиционным химическим мето-
дам [57, 58]. Биоимпринтинг можно рассматри-
вать как один из существующих в настоящее вре-
мя экономически выгодных методов получения
стабильных ферментов, характеризующихся се-
лективными или энантиоселективными свой-
ствами.

Основные этапы биоимпринтинга ферментов
и белков представлены на рис. 2 [58]. Образова-

ние комплекса между белковой молекулой и мо-
лекулой-шаблоном осуществляется в водном рас-
творе, перевод комплекса в органический раство-
ритель вызывает осаждение импринтированного
белка и фиксацию “переходного” состояния. На
следующем этапе происходит удаление молекулы
шаблона, что приводит к образованию сайта свя-
зывания, устойчивого только в безводных раство-
рителях. Водные растворы создают условия для
перехода белковой молекулы к первоначальной
термодинамически благоприятной конформации
и, как следствие, для разрушения сайта связыва-
ния. Закс и Клибанов [57–59] используют термин
“pH-память”, обозначающий сохранение и про-
явление ферментами каталитической активно-
сти, соответствующей кислотности водного рас-
твора, в котором они находились при имприн-
тинге. Объяснение этого эффекта связано с
сохранением ионогенными группами белка со-
стояния ионизации при его дегидратации и поме-
щении в органический растворитель.

Наибольшее распространение среди фермен-
тов, применяемых в биотехнологии, получили
липазы [60] благодаря их способности катализи-
ровать ряд реакций в различных по составу сре-
дах. Тем не менее низкая стабильность и сниже-
ние активности в органических средах суще-
ственно ограничивает число коммерчески
доступных липаз. Например, липаза, продуциру-
емая дрожжами рода Candida antarctica, проявляет
ферментативные свойства в органической среде,
однако стоимость препарата достаточно высока
(2600 $/кг в 2021 г.) [61]. Биоимпринтинг, наряду
с иммобилизацией ферментов [62] и созданием
липидного покрытия [63], является одним из ме-
тодов модификации липаз. В случае использова-
ния липаз в качестве матричных молекул требует-
ся межфазная активация, что связано с наличием
“крышки”, закрывающей сайт связывания в вод-
ной среде и контролирующей доступ субстрата к
активному центру [13, 64]. Активация межфазной
поверхности двухвалентными катионами, непо-
лярными органическими растворителями и по-
верхностно-активными веществами способству-
ет повышению каталитических свойств липаз.
Кроме того, успешным является применение
жирных кислот, являющихся субстратами липаз,
в качестве лигандов и соединений, способствую-
щих межфазной активации [13, 48, 65, 66].

Примеры импринтированных липаз представ-
лены в табл. 2. Метод синтеза биоимпринтиро-
ванных ферментов подробно описан на примере
липаз, продуцируемых Burkholderia cepacian [66] и
Candida rugosa [67, 68], ряд карбоновых кислот ис-
пользовали в качестве молекул шаблонов. Фер-
ментативные свойства верифицировали по реак-
ции переэтерефикации винилацетата и бензило-
вого спирта. Модификация липазы методом
“биоимпринтинга” позволила увеличить началь-
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ную скорость реакции в пять раз по сравнению с
неимпринтированной липазой, полученной по
аналогичной методике без добавления молекул
шаблонов. Наибольшее увеличение скорости ре-
акции показала липаза, модифицированная мас-
ляной кислотой, что авторы объясняют сопоста-
вимыми размерами молекулы шаблона и субстра-
та и, как следствие, достижением наилучшей
конформации фермента в процессе биоимприн-
тинга. При использовании перфторкарбоновых
кислот самая высокая скорость наблюдалась для
липазы, подвергнутой биоимпринтингу в присут-
ствии пентафторпропионовой кислоты.

Авторами работы [72] предпринята попытка
иммобилизации без носителя импринтирован-
ной липазы, продуцируемой Candida rugosa,
для сохранения свойств в водных средах. Био-
импринтинг осуществляли по известной методи-
ке [73] с использованием олеиновой кислоты в
качестве молекул шаблона, полиэтиленимина
как коагрегатора фермента, глутарового альдеги-
да – для ковалентной сшивки. Проведение “био-
импринтинга” и ковалентной сшивки липазы спо-
собствовало увеличению ее каталитической актив-
ности в реакции гидролиза в 10.4 раза по сравнению
с нативной, а также увеличению термостабильно-
сти и возможности пятикратного использования
без существенного снижения производитель-
ности.

Сочетание биоимпринтинга и иммобилизации
ферментов открывает возможность выделения
фермента после проведения реакции и таким об-
разом его многократного использования; как ре-
зультат, увеличивается чистота и снижается стои-
мость целевого продукта [74, 75]. Кроме того, иммо-
билизированные импринтированные ферменты
менее подвержены денатурации, что способствует
повышению стабильности при нагревании, по отно-
шению к органическим растворителям и физическо-
му воздействию. Повышенная стабильность фер-
ментов обусловлена увеличением структурной жест-
кости белка, предотвращающей конформационные
изменения, потенциально способные приводить
к его инактивации [70].

Влияние иммобилизации на различных носи-
телях (хитозан, полипропиленовые гранулы, по-
липропиленовый порошок, Accurel MP-1000,
Nanomer I.44P, Immobead 150) на активность и
стабильность биоимпринтированной рекомби-
нантной липазы LipC12 в органическом раство-
рителе (н-гептан) изучено в работе [60]. Биоим-
принтинг липазы LipC12 проводили по односта-
дийной методике [48], в качестве молекулы-
шаблона использовали олеиновую кислоту. Уве-
личение биокаталитической эффективности био-
импринтированной липазы LipC12 в реакции
этерификации олеиновой кислоты и 1-пентанола
наблюдали для всех исследуемых носителей.

Наибольшее увеличение активности наблюда-
лось для подложек, обладающих гидрофобными
свойствами. Это может быть обусловлено прояв-
лением у олеиновой кислоты свойств поверх-
ностно-активного вещества и, как следствие,
улучшением контакта иммобилизационной сре-
ды с носителем. Показана возможность много-
кратного использования импринтированной ли-
пазы LipC12, иммобилизованной на подложке
Immobead 150, при сохранении ферментативной
активности (>95% после восьми циклов).

Биоимпринтинг рекомбинантной липазы B,
полученной из Candida antarctica и экспрессиро-
ванной в дрожжи семейства Pichia pastoris, описан
в работе [76]. Биоимпринтинг осуществляли ин-
кубацией предварительно иммобилизованных
поперечно-сшитых ферментных агрегатов в при-
сутствии олванила в качестве молекул шаблона.
Показано увеличение ферментативной активно-
сти липазы B в 1.6 раза по сравнению с неимприн-

Рис. 2. Основные этапы получения импринтирован-
ных белков и ферментов методом биоимпринтинга.
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тированным аналогом и в два раза по сравнению
с коммерческими образцами перекрестно-сши-
той липазы.

Известны примеры иммобилизации биоим-
принтированных молекул на носителях, характе-
ризующихся высокоразвитой удельной поверх-
ностью, таких как мультикапилляры [71] и нано-
частицы [69, 77]. Адсорбция на магнитных
наночастицах липазы, полученной из Burkholderia
cepacia, биоимпринтированной винилацетатом,
позволила увеличить активность фермента более
чем на 10%, повысить выход энантиомера (от 77.4
до 98.8%) и сократить время реакции (с 60 до
20 мин) [77]. Иммобилизованная биоимпринти-
рованная липаза показала высокую стабильность
работы и возможность многократного использо-
вания (не менее восьми циклов) в реакции энан-
тиоселективной переэтерификации между раце-
мическим 1-фенилэтанолом и винилацетатом в
гексане и гептане. Пример гиперактивации фос-
фолипазы D представлен в работе [69]. Биоим-
принтинг фосфолипазы D и ее последующая им-
мобилизация на поверхности диоксида кремния
(рис. 3) позволили в 14 раз увеличить активность
белка (166 953 U/г) по сравнению со свободной
формой (11 922 U/г), а также обеспечить сохране-
ние конформационных изменений при работе в
водных средах.

Приведенные данные показывают, что сочета-
ние современных протоколов импринтинга фер-

ментов с возможностью иммобилизации на по-
верхности носителей позволяет существенно по-
высить их ферментативную активность. При этом
важное значение имеет величина ИФ получен-
ных систем, которая в данном случае оценивается
как отношение ферментативной активности им-
принтированного и неимпринтированного фер-
ментов (табл. 2). Наиболее высокие значения ИФ
отмечены для биоимпринтированных фермен-
тов, иммобилизированных на поверхности носи-
теля [69]. В связи с этим подобные системы им-
принтированных белков выглядят наиболее пер-
спективными в качестве рецепторных элементов
при разработке биомиметических сенсорных
систем.

Рецепторные системы. Оригинальная методика
“биоимпринтинга” овальбумина для придания
ему ферментативных свойств глутатион-перок-
сидазы предложена Лиу в 2004 г. [26] и может счи-
таться предвестником современного применения
ИБ как рецепторных систем в аналитической хи-
мии. Основными особенностями предложенного
подхода являются проведение импринтирования
белка в водной среде и использование для фикса-
ции полученной белковой структуры сшивающе-
го агента – глутарового альдегида (рис. 4). Рас-
сматривая этот процесс с точки зрения молеку-
лярного импринтинга, можно сказать, что
белковая молекула выступает в роли крупного
функционального ко-мономера, а глутаровый
альдегид – в роли сшивающего – матричного мо-

Рис. 3. Схема биоимпринтига с адсорбцией и перекрёстной сшивкой. Адаптировано из [77].

200 нм

Биоимпринтинг Адсорбция Осаждение

Молекула-шаблон

Сшивка
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номера. Это позволяет отнести такой тип биоим-
принтинга к классическому молекулярному им-
принтингу и использовать его терминологию.

Описанный подход получил развитие для ре-
шения задач аналитической химии, начиная с
2016 г. [14], в том числе в работах нашей группы
[54, 55, 71]. Аналитические характеристики раз-
работанных систем представлены в табл. 3.

Методика синтеза импринтированного оваль-
бумина для определения микотоксина афлаток-
сина B1 разработана Матиассоном и сотр. [14].
Синтез импринтированного белка включал ста-
дии (1) обратимой денатурации в растворе HCl

(pH 3.0, 10 мин), (2) импринтинга белка в присут-
ствии молекул шаблона (10 мин), (3) ренатурации
белка в щелочной среде (при добавлении NaOH
до pH 8.0), (4) закрепления полученной структу-
ры белковой молекулы в присутствии сшивающе-
го агента (глутаровый альдегид, 4°С, 12 ч). Моле-
кулы шаблона удаляли из синтезированных ИБ
диализом против фосфатно-солевого буферного
раствора (10 мМ, pH 7.4, 48 ч). Полученный
импринтированный овальбумин успешно ис-
пользовали для сенсорного определения афло-
токсина В1 методом циклической вольтампе-
рометрии. Иммобилизацию ИБ проводили на
золотом электроде, предварительно модифици-

Рис. 4. Схема импринтинга белковых молекул в водной среде.

Белок    – молекула-шаблон    – сшивающий агент
Импринтированный

белок

1 2 3

pH 3 pH 3 до 8 pH 8

Сайты связывания

Сайты связывания

Таблица 3. Рецепторные системы на основе импринтированных белковых молекул

Используемые сокращения: ЦВА – циклическая вольтамперометрия; ГЛУ – гемоцианин лимфы улитки; МТП – микро титро-
вальный планшет; ИБ-ИФА – иммуноферментный анализ на основе ИБ; ИБ-МФА – иммунофлуоресцентный анализ на ос-
нове ИБ; МОВ – микроструктурный оптический волновод; МК – мультикапилляр; ФК – фотонный кристалл.

Белок Молекула-шаблон Носитель Метод 
исследования

cmin, 
мкг/л

ДОС, 
мкг/л ИФ Литература

Овальбумин Афлатоксин B1 Золотой 
электрод

ЦВА 0.002 1–1000 1.62 [14]

БСА

БСА Зеараленон МТП ИБ-ИФА 4 8–500 2.24 [54]

Овальбумин н/д н/д 1.80

ГЛУ н/д н/д 1.32

БСА Зеараленон МТП ИБ-МФА 5 10–290 2.32 [24]

Дезоксиниваленол 35 55–420

Овальбумин Зеараленон МОВ, МК ИБ-ИФА 0.12 1–8 2.05 [74]

Фруктозамин Липоса-
хариды

E. coli ФК Дифракция 0.87 н/д н/д [77]

P. aeruginosa 1.22

Овальбумин Квакхурин МТП ИБ-ИФА 4 мг/л 4.7–
75.0 мг/л

1.5 [25]

Моноклональные анти-
тела против глицирри-
зина

МТП ИБ-ИФА 0.8 мг/л 2.3–
37.5 мг/л

3.12

ГО Овальбумин МТП ИБ-МФА 6 10–2000 4.7 [29]
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рованном самоорганизующимся монослоем аль-
фа липоевой кислоты и активированном N-этил-
N'-(3-диметиламинопропил)карбодиимидом.

Синтез ИБ, специфичных к микотоксину зеа-
раленону, с использованием различных белков
(БСА, овальбумина и гемоцианин лимфы улитки)
изучен в работе [55]. Сравнение сорбционных ха-
рактеристик ИБ показало, что наибольшим ИФ
(2.2) характеризуется БСА. Иммобилизация ИБ
на поверхности микропланшета позволила разра-
ботать методику определения зеараленона в фор-
мате иммуноанализа и показать возможность ис-
пользования ИБ для замены антител. Валидация
разработанной методики проведена на примере
искусственно загрязненных образцов пшеницы и
кукурузы с использованием ВЭЖХ-МС/МС.
Аналитические характеристики сопоставимы с
коммерческими тест-системами на основе ан-
тител. В дальнейшем работа получила продолже-
ние [24]. Авторами предложен подход к одновре-
менному определению зеараленона и дезоксини-
валенола в формате иммунофлуоресцентного
анализа на основе ИБ и применению в качестве
меток люминесцентных нанокристаллов (кван-
товых точек) с разными длинами волн испуска-
ния (547 и 632 нм). Предложенный подход успеш-
но апробирован при одновременном определе-
нии микотоксинов в образцах пшеницы и
кукурузы. Аналитические характеристики позво-
ляют контролировать присутствие микотоксинов
на уровнях, рекомендованным Европейской Ко-
миссией (ЕК 401/2006).

Нами показана возможность использования
ИБ для модификации внутренней поверхности
стеклянных микроструктурных оптических вол-
новодов и мультикаппиляров [71]. В качестве бел-
ка-носителя использовали овальбумин, молекулы
шаблона – зеараленон. Показано, что использова-
ние высокоэффективных оптических платформ и
систем с развитой поверхностью позволяет снизить
cmin в 33 раза по сравнению с результатами, получен-
ными на микропланшете.

Определенный интерес в плане применения
возможностей ИБ в аналитической химии пред-
ставляет работа [25]. Авторами проведено систе-
матическое изучение влияния природы белка на
свойства ИБ с использованием в качестве моле-
кулы шаблона квакхурин. Установлено, что наи-
лучшие сорбционные и аналитические характе-
ристики достигаются при импринтировании мо-
ноклональных антител. Этот факт подтверждает
концепцию Полинга по in vitro синтезу антител
[49–51]. Возможность направленной смены спе-
цифичности моноклональных антител с учетом
поставленной задачи является перспективным
направлением современной биотехнологии. В то
же время использование для импринтинга моно-

клональных антител приводит к увеличению сто-
имости анализа.

В ряде работ для определения биомолекул
(биоимпринтинга) в качестве функционального
мономера использованы белковые молекулы [14,
24, 25, 54, 55]. По аналогии с синтезом МИП, спе-
цифичных к клеточным структурам, предложена
оригинальная методика обнаружения грамотри-
цательных бактерий на основе импринтирован-
ного фруктозоамина [78]. Липосахариды, выде-
ленные из бактерий, использованы в качестве мо-
лекул-шаблонов, а фотонный кристалл на основе
гидрогелей полистирола применен в качестве но-
сителя. Обнаружение бактерий основано на изме-
рении изменения дифракционных характеристик
фотонного кристалла. Нами разработана методика
синтеза импринтированной ГО, специфичной к
овальбумину и ПХ [54]. Возможность прямого
определения ПХ на основе хромогенной реакции с
3,3',5,5'-тетраметилбензидином использовали для
оптимизации условий импринтинга, которые в
дальнейшем применяли для синтеза импринти-
рованной ГО, специфичной к овальбумину.

Представленные работы демонстрируют воз-
можность создания сенсорных элементов на осно-
ве ИБ с использованием протоколов, известных для
иммунохимических методов анализа. Основным
преимуществом ИБ является возможность быстро-
го получения сенсорного элемента на целевые мо-
лекулы, отказа от использования лабораторных жи-
вотных и сложного оборудования. Немаловажной
является также возможность существенного сни-
жения себестоимости анализа по сравнению с
иммунохимическими аналогами при многосе-
рийном производстве.

* * *
Синтез белков с молекулярными отпечатками

является перспективной альтернативой методам
определения и выделения на основе монокло-
нальных и поликлональных антител в формате
иммунохимического анализа. При этом возмож-
ность интеграции подходов, известных в области
молекулярного импринтинга, позволяет получать
ИБ, специфичные как к низко-, так и к высоко-
молекулярным соединениям и характеризующи-
еся более высокой стабильностью к изменениям
температуры и кислотности среды по сравнению
с природными антителами. Немаловажным явля-
ется и тот факт, что ИБ полностью соответствуют
принципам “зеленой химии” и теоретически мо-
гут быть использованы при проведении аналити-
ческих исследований и специфическом выделе-
нии молекул-мишеней как в in vitro, так и в in vivo
форматах.

При получении белков с молекулярными от-
печатками необходимо учитывать, что важным
этапом является подбор белковой молекулы, да-
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ющей возможность импринтинга отдельно для
каждой молекулы-шаблона, что может занимать
значительное время. Отсутствие теоретической
базы при выборе белковой матрицы не позволяет
в настоящее время говорить о возможности ши-
рокого внедрения данной технологии в аналити-
ческую практику.

Работа выполнена при поддержке Российского
Научного Фонда (грант № 22–16–00102).
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