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УСЛОВИЯ ВЫДЕЛЕНИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО БЫЧЬЕГО АЛЬФА-ИНТЕРФЕРОНА 
ИЗ ТЕЛЕЦ ВКЛЮЧЕНИЯ e. CoLI

Аннотация. Эффективность рекомбинантного бычьего альфа-интерферона (rbIFN-α), как и других белков дан-
ной группы, обусловлена тем, что при проведении антивирусной терапии он стимулирует и модулирует противо-
вирусную активность ряда клеток-мишеней в ответ на вирусную атаку. 

Данное исследование посвящено определению оптимальных условий выделения, очистки и рефолдинга методом 
разведения rbIFN-α из телец включения (ТВ) E. coli. Основными методами являлись спектрофотометрические, элек-
трофоретические, хроматографические и рефолдинг методом разведения.

Двухстадийная отмывка ТВ растворами на основе 50 ммоль/л Трис, 50 ммоль/л NaCl и 3,5 моль/л мочевины и их 
последующая солюбилизация в растворе с 50 ммоль/л Трис-HCl, pH 9,0, 8 моль/л мочевины и 20 ммоль/л β-меркапто-
этанола позволили получить целевой белок в мономерной форме с чистотой 53,18 ± 9,3 %. Применение тандемной 
ионообенной хроматографии на последовательно соединенных колонках с DE 52 целлюлозой и toyopearl DEAE-650 M 
дало возможность получить целевой rbIFN-α с чистотой 80,7 ± 8,6 %. В результате скрининга основных характери-
стик определен следующий состав рефолдинга буфера для проведения ренатурации рекомбинантного rbIFN-α:  
10 ммоль/л NaPB, pH 7,4, 0,4 моль/л сахароза, 1 ммоль/л ЭДТА, 1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистина, 0,05 % 
Kolliphor EL. На конечном этапе сбора целевого белка с помощью данной системы выход мономерной формы rbIFN-α 
составил 20,44 ± 1,1 %, чистота – 98,43 %, активность – (5 ± 3,6)·106 МЕ/мг.
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Для цитирования: Условия выделения рекомбинантного бычьего альфа-интерферона из телец включения  

E. coli / А. В. Жидецкий [и др.] // Вес. Нац. aкад. навук Беларусі. Сер. біял. навук. – 2019. – Т. 64, № 1. – С. 7–17. https://
doi.org/10.29235/1029-8940-2019-64-1-7-17

A. V. Zhydzetski, M. I. Patapovich, I. V. Kudina, U. A. Prakulevich, M. V. Sholukh

Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus

SELECTION CONDITIONS OF THE RECOMBINANT BOVINE α-INTERFERON  
FROM e. CoLI INCLUSION BODIES

Abstract. Like other proteins of the cytokine family, bovine α-interferon activates and modulates antiviral state of the 
target cells and inhibits division and growth of the infected cells which makes it an excellent candidate as a new antiviral ther-
apeutic agent.

This study is concerned with the determination of the optimal isolation, purification and refolding conditions of the re-
combinant bovine interferon-α (rbIFN-α) from inclusion bodies (IBs). Main methods used were UV/Visible spectroscopy, 
electrophoresis, liquid chromatography and refolding by dilution.

It was found that two step IBs washing with solutions containing 50 mmol/l Tris, 50 mmol/l NaCl and 3.5 mol/l urea and 
their subsequent solubilization in 50 mmol/l Tris-HCl, pH 9.8 mol/l Urea and 20 mmol/l β-mercaptoethanol allow us to receive 
the target protein in monomeric form and 53.18 ± 9.3 % purity. Further application of the anion-exchange tandem chromatogra-
phy on DE 52 cellulose and toyopearl DEAE-650 M gives a possibility to remove the major impurities and obtain rbIFN-α with 
80.7 ± 8.6 % purity. Refolding by dilution in the buffer containing 20 mmol/l NaPB, рН 7.4, 0.4 mol/l sucrose, 1 mmol/l L-Cys, 
0.1 mmol/l L-Cystine, 1 mmol/l EDTA, 0.05 % Kolliphor EL at 10 °C followed by the protein collection allows to get the re-
combinant rbIFN-α in homogeneous state, with 98.43 % purity and antiviral activity about (5 ± 3.6)·106 U/mg.
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Введение. Бычий альфа-интерферон (rbIFN-α) принадлежит к группе белков, продуцируе-
мых клетками большинства позвоночных в ответ на воздействие вирусов либо агентов иной этио-
логии. Интерфероны стимулируют противовирусное состояние ряда клеток-мишеней, в част- 
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ности регулируют активность Т- и В-лимфоцитов, натуральных киллеров, макрофагов и других 
клеток, вовлеченных в иммунный ответ, а также рост раковых и других пролиферирующих кле-
ток [1–3].

Противовирусные и иммуномодулирующие свойства rbIFN-α, а также тот факт, что данный 
белок предупреждает развитие ряда болезней при превентивном применении, позволяют рас-
сматривать его в качестве противовирусного профилактического и терапевтического средства 
[4]. Это в свою очередь требует наличия методики получения необходимого белка в достаточ-
ных количествах, что может быть достигнуто генно-инженерным путем с накоплением реком-
бинантного белка [5]. Однако зачастую такое накопление целевого продукта в клетках хозяина 
идет в неактивной форме в виде нерастворимых телец включения (ТВ) [6]. В настоящее время из 
ТВ выделяют человеческие IFN-γ, IFN-α8, IFN-α2b и другие интерфероны [7–9].

Однако производство из ТВ нативных препаратов белков, в том числе и интерферонов, обла-
дающих биологической активностью, требует разработки индивидуального подхода к их выде-
лению, очистке и рефолдингу [10]. Несмотря на то что в настоящее время существует целый ряд 
методических подходов к рефолдингу рекомбинантных белков, до сих пор нет универсального, 
позволяющего получить любой белок в активной форме. Это связано с индивидуальными харак-
теристиками белковой молекулы, что требует для каждого конкретного белка проведения скри-
нинга основных условий ренатурации (значения рН, температуры, окислительно-восстановитель-
ного потенциала, типа стабилизатора) [10, 11]. В связи с этим представляется весьма эффективным 
и экономически выгодным разработать подход, с помощью которого можно проверить большое 
количество условий выделения, очистки и рефолдинга различных рекомбинантных белков.

Цель настоящей работы – апробация метода выделения, очистки и рефолдинга методом раз-
ведения rbIFN-α из телец включения E. coli, который был успешно применен нами ранее при по-
лучении рекомбинантного эфрина-А5 [12].

Объекты и методы исследования. Отмывка телец включения. Объектом исследования по-
служил рекомбинантный бычий интерферон-α из ТВ. Последние выделяли из E. coli с помощью 
описанного нами ранее метода [12]. Для определения наиболее эффективной системы отмыв- 
ку ТВ от примесей проводили в два этапа. На первом использовали растворы на основе 50  
и 500 ммоль/л Трис, 50 и 500 ммоль/л NaCl, 1 % изопропанола и 1 % Tween-20, на втором – рас-
творы на основе 50 ммоль/л Трис в 1−8 моль/л мочевине. ТВ суспендировали в растворе для от-
мывки в соотношении 1:20 (вес/объем), перемешивали на магнитной мешалке в течение 1 ч  
и центрифугировали при 15 000 g в течение 20 мин при 20 °C. Эффективность систем отмывки 
контролировали методом SDS-электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ), проверяя бел-
ковый состав в осадке и супернатанте. Потери материала при отмывке регистрировали спектро-
фотометрически.

Солюбилизация телец включения. Отмытые ТВ растворяли в 50 ммоль/л Трис-HCl буфере 
(pH 8,0 или pH 9,0) с добавлением или без добавления β-меркаптоэтанола (BME) и в мочевине 
(концентрация 6 и 8 моль/л) в течение 20–24 ч. После растворения ТВ полученный раствор цен-
трифугировали 20 мин при 15 000 g и 20 ºС. Оптимальную систему солюбилизации определяли 
электрофоретически по наличию мономерной формы белка и его максимальному выходу из ТВ. 

Очистка rbIFN-α методом ионообменной хроматографии. Очистку интерферона проводили 
на CM-сефарозе (Amersham, Швеция) и DE 52 целлюлозе (Whatman, Великобритания). Колонки 
предварительно уравновешивали буфером А (50 ммоль/л Трис-HCl, pH 9,0, 8 моль/л мочевина,  
10 ммоль/л ВМЕ), после чего наносили солюбилизат ТВ и промывали тем же буфером до 
достижения базовой линии при 280 нм. Не связавшуюся с сорбентом фракцию и фракцию, 
элюированную буфером А с 1 моль/л NaCl, анализировали спектрофотометрически и электро-
форетически. 

Рефолдинг. Условия ренатурации rbIFN-α методом разведения определяли на очищенном со-
любилизате после проведения тандемной хроматографии на DE 52 целлюлозе и toyopearl DEAE-
650 M (Tosoh, Япония). Для скрининга систем рефолдинга использовали следующие буферные 
агенты: MES, Трис-HCl, HEPES, MOPS, NaРВ (натрий-фосфатный буфер) при рН 7,4 и антиагре-
гационные соединения: D-глюкозу, D-фруктозу, D-сахарозу, глицерол, ПЭГ-3000 (полиэти-
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ленгли коль с Mr 3000), ПЭГ-6000 (Mr 6000), поливинилпирролидон (ПВП), Kolliphor EL (BASF, 
Германия), L-глицин и мочевину при температуре 10 °C. Для создания окислительно-восстано-
вительного потенциала ренатурирующего буфера использовали пару цистин/цистеин с различ-
ным соотношением ее компонентов. Проанализировано действие 19 составов рефолдинг-буфера 
и проведено их сравнение по антиагрегационной эффективности, наличию целевого продукта  
в мономерной форме с максимальной противовирусной активностью. 

Определение противовирусной активности. Противовирусную активность рекомбинантного 
rbIFN-α проверяли на культуре клеток MDBK, подвергнутых воздействию вируса везикулярно-
го стоматита (VSV) согласно [13] c изменениями. В качестве контроля активности препаратов 
интерферона использовали рекомбинантный свиной α-интерферон со специфической активно-
стью 1∙106 МЕ/мл (Biomedical Laboratories, США).

SDS-электрофорез в полиакриламидном геле (ПААГ). Эффективность экстракции rbIFN-α из 
ТВ, чистоту белковых фракций и содержание мономерной формы целевого белка оценивали 
методом SDS-электрофореза в 15 %-ном полиакриламидном геле [14]. Окраску гелей проводили 
красителем Кумасси ярко-синим R-250 [15] либо серебром по методу Damerval с соавт. [16].  
В работе использовали маркер молекулярных масс белков BlueElf 5-245 kDa (JenaBioscience). 
Степень чистоты оценивали с помощью программы TotalLab 2.01.

УФ-видимая спектроскопия. Концентрацию общего белка оценивали по методу Лоури в мо-
дификации Петерсона [17], агрегатное состояние белка – по светорассеиванию при 340 нм через  
1 и 12 ч после инициации ренатурации [5, 10]. Степень экстракции rbIFN-α и примесных соеди-
нений при выборе состава растворов для отмывки и солюбилизации ТВ определяли спектро-
фотометрически в диапазоне длин волн от 200 до 600 нм.

Результаты и их обсуждение. Получение рекомбинантного белка в активной форме из ТВ 
включало следующие этапы: солюбилизацию ТВ растворами с высокими концентрациями силь-
ных денатурантов (6–8 моль/л мочевины, 6 моль/л гуанидингидрохлорида), очистку целевого 
белка от примесных соединений и его рефолдинг [18]. 

Важным этапом в работе с ТВ является их подготовка к экстракции целевого продукта  
(солюбилизации). Для этого проводят предварительную отмывку буферами, содержащими хао-
тропные агенты (0,5–2 моль/л гуанидин гидрохлорид или 1–4 моль/л мочевина) или детергенты 
(тритон Х-100, Tween-20, (дезокси)холат натрия, саркозил, октилглюкозид) в низких концентра-
циях и солевых растворов [19, 20]. Такой этап необходим для удаления небелковых примесных 
соединений, в основном нуклеиновых кислот (НК) и липидных компонентов мембраны, а также 
клеточных белков, попадающих в ТВ, так как показано, что они снижают выход рефолдинга це-
левого продукта [18, 21]. Вместе с тем при выборе компонентов растворов для отмывки ТВ необ-
ходимо учитывать их влияние на солюбилизацию ТВ, возможность необратимого взаимодей-
ствия с целевым белком, а также их стоимость [22].

В связи с этим для выбора условий наиболее эффективного удаления примесей на этапе от-
мывки ТВ нами проведен скрининг различных композиций растворов. На первом этапе работы 
были использованы растворы на основе NaCl, Трис, Tween-20, изопропанола в различных кон-
центрациях. 

На основании электрофореза в ПААГ (рис. 1) и данных УФ-видимой спектроскопии (ре-
зультаты не приведены) установлено, что наибольшему и практически равному удалению  
примесных соединений без потери целевого белка способствуют растворы на основе 50  
и 500 ммоль/л Трис и раствор с 500 ммоль/л NaCl, т. е. щелочное значение рН в комбинации  
с высокой ионной силой. Следует отметить, что балластные соединения переходят в раствор 
непосредственно после добавления отмывочных систем. Их выход не зависит от продолжи-
тельности инкубации ТВ в данных растворах. Это значит, что однократной промывки ТВ до-
статочно для удаления слабо ассоциированных с ними примесей. На основании данных спек-
трометрии можно заключить, что они имели нуклеиновую природу, так как максимальное 
поглощение растворов после отмывки ТВ отмечалось при длине волны 260 нм, свойственной 
для данных соединений (рис. 2) [23].
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Рис. 1. Влияние состава среды на удаление белковой фракции на первом (а) и втором (b) этапе отмывки ТВ реком-
би нантного rbIFN-α: 1 – H2O; 2 – 0,5 моль/л NaCl; 3 – 0,5 моль/л NaCl; 4 – 0,05 моль/л Трис; 5 – 0,5 моль/л Трис; 6 –  
1 % Tween-20; 7 – 1 % Triton X-100; 8 – 1 % изопропанол; 9 – 0,5 моль/л NaCl + 0,5 моль/л Трис +1 % Tween-20 + 1 % 
изопропанол + 1 % Triton X-100; 10 – 0,05 моль/л Трис; 11 – 1 моль/л мочевина; 12 – 2 моль/л мочевина; 13 – 3 моль/л 
мочевина; 14 – 4 моль/л мочевина; 15 – 5 моль/л мочевина; 16 – 6 моль/л мочевина; 17 – 8 моль/л мочевина; M – маркер 
молекулярных масс белков BlueElf 5-245 kDa (JenaBioscience). 15 % SDS-ЭФ в редуцирующих условиях, окраска CBB 

R-250
Fig. 1. Influence of the solution composition on protein fraction removal at the first (а) and second (b) stage of the recombinant 
rbIFN-α IBs washing: 1 – H2O; 2 – 0.05 mol/l NaCl; 3 – 0.5 mol/l NaCl; 4 – 0.05 mol/l Tris; 5 – 0.5 mol/l Tris; 6 – 1 % Tween-20; 
7 – 1 % Triton X-100; 8 – 1 % isopropanol; 9 – 0.5 mol/l NaCl + 0.5 mol/l Tris +1 % Tween-20 + 1 % isopropanol + 1 % Triton 
X-100; 10 – 0.05 mol/l Tris; 11 – 1 mol/l urea; 12 – 2 mol/l urea; 13 – 3 mol/l urea; 14 – 4 mol/l urea; 15 – 5 mol/l urea; 16 –  
6 mol/l urea; 17 – 8 mol/l urea; M – protein molecular weight marker BlueElf 5-245 kDa (JenaBioscience). 15 % SDS-PAGE  

in reducing conditions, CBB R-250 staining

Рис. 2. Спектры поглощения образцов после отмывки и солюбилизации ТВ: 1 – супернатант после отмывки ТВ на 
первом этапе (λmax = 260 нм); 2 – солюбилизат ТВ (λmax = 278 нм); 3 – супернатант после отмывки ТВ на втором этапе 

(λmax = 277 нм)
Fig. 2. Absorbance spectra of the samples after IBs washing and solubilization: 1 – supernatant after IBs washing at the first stage 
(λmax =  260 nm); 2 – solubilizate of IBs (λmax =  278 nm); 3 – supernatant after IBs washing at the second stage (λmax = 277 nm)

Для удаления соединений, которые располагаются глубже в ТВ и сильнее связаны с целевым 
белком, применяют растворы на основе денатурантов [19, 20]. В связи с этим на втором этапе 
отмывки ТВ нами использованы растворы на основе мочевины. 

Установлено, что с увеличением концентрации мочевины до 8 моль/л нарастает потеря массы 
ТВ. Причем соединения, переходящие в раствор, имеют в основном белковую природу. Замет-
ный выход rbIFN-α из ТВ начинается лишь при концентрации мочевины 4 моль/л и достигает 
максимума при 8 моль/л (рис. 1, b).

В результате для наиболее эффективной отмывки ТВ от примесных соединений с наимень-
шими потерями целевого белка были выбраны следующие системы: на первой стадии –  
50 ммоль/л Трис, 50 ммоль/л NaCl, на второй стадии – 50 ммоль/л Трис, 50 ммоль/л NaCl  
и 3,5 моль/л мочевина. Чистота rbIFN-α в солюбилизате отмытых ТВ составила 53,18 ± 9,3 %,  
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в то время как при растворении не отмытых ТВ целевого белка – лишь 33,29 ± 2,08 %. Выход 
отмытых ТВ rbIFN-α составил 40 ± 10 % от массы исходных телец. 

На следующем этапе работы для оптимизации условий солюбилизации ТВ использовали си-
стемы на основе 50 ммоль/л Трис-HCl с 6 и 8 моль/л мочевины, при рН 8,0 и рН 9,0 с и без добав-
ления BME. Установлено, что все системы на основе 6 и 8 моль/л мочевины не приводят к полному 
растворению ТВ, а соответственно, и к извлечению целевого продукта. Наибольшее количество 
и выход мономерной формы целевого белка на основании данных электрофореза в ПААГ и спек-
трофотометрии обнаружено в растворе с 8 моль/л мочевины (рН 9,0) с добавлением 20 ммоль/л 
BME. Данный агент необходим для восстановления меж- и внутримолекулярных дисульфидных 
связей [20]. В результате анализа 8 систем солюбилизации ТВ с бычьим α-ИФН был выбран рас-
твор, включающий 50 ммоль/л Трис-HCl, рН 9, 8 моль/л мочевину, 20 ммоль/л ВМЕ.

Следующий этап заключался в очистке целевого продукта из солюбилизата ТВ с применени-
ем ионообменной хроматографии. Данный этап необходим для избавления от примесей, не уда-
ленных на стадии отмывки, которые, как уже отмечалось, существенно снижают эффективность 
дальнейшего процесса рефолдинга [22, 24]. 

В связи с тем, что в условиях солюбилизации (рН 9,0) целевой белок должен нести хоть и не-
значительный, но отрицательный заряд (pI 8,4), было решено использовать катионообменную 
хроматографию на СМ- и SP-сефарозе для связывания целевого белка и последующую гради-
ентную элюцию для возможности его очистки. Однако данный подход не дал результатов. 
Во-первых, большая часть целевого белка оказалась во фракции, не связавшейся с сорбентом. 
Во-вторых, не удалось добиться очистки связавшегося белка, что видно из результатов ЭФ (рис. 3). 
Это может быть обусловлено незначительной разницей между pH раствора и pI, а также измене-
нием изоэлектрической точки белка вследствие разворачивания молекулы в растворе мочевины 
[25, 26].

В связи с этим было решено проверить эффективность анионообменной хроматографии на 
DE-целлюлозе и toyopearl DEAE-650 M. В условиях солюбилизации при рН 9,0 весь белковый 
пул, который помимо целевого белка содержит и множество клеточных белков, должен нести 
отрицательный заряд. На DE-целлюлозе происходит очистка целевого продукта от хромофор-
ных соединений, НК, липополисахаридов и части примесных белков. На колонке с DEAE-650 M 
происходит доочистка целевого продукта от остатков НК, значительной части примесных бел-
ков и агрегатов целевого продукта (подтверждено спек-
трофотометрически и ЭФ, результаты не приведены). Це-
левой же белок не связывается с сорбентом и остается в не 
связавшейся фракции. Поэтому для более эффективной 
очистки целевого белка было решено провести тандемную 
хроматографию на двух DE ионообменниках (DE 52 цел-
люлоза → toyopearl DEAE-650 M), результаты которой 
представлены на рис. 4. Различное поведение анионооб-
менных сорбентов при одинаковых условиях может быть 
связано с отличием химической структуры их матрицы,  
а следовательно, и физико-химических-свойств. 

Полученные данные, как и результаты катионообмен-
ной хроматографии на СМ-сефарозе, можно объяснить 
изменением рI молекулы в растворе мочевины из-за экспо-
нирования скрытых в нативной структуре функциональ-
ных групп. Таким образом, скорее всего, изоэлектрическая 
точка смещается в сторону более щелочного значения, что 
придает молекулам интерферона положительный заряд 
при рН 9,0. Это в свою очередь объясняет взаимодействие 
с отрицательно заряженными функциональными группа-
ми CM-сефарозы и отталкивание от групп DE-сорбентов, 
несущих положительный заряд. Повышение рН солюби-

Рис. 3. Анализ очистки rbIFN-α на СМ-сефа-
розе: 1 – солюбилизат ТВ; 2 – не связавшаяся 
с СM-сефарозой фракция; 3–7 – фракции 
элюции с СM сефарозы. 15 % SDS-ЭФ в ре-
дуцирующих условиях, окраска CBB R-250
Fig. 3. Purification analysis of the rbIFN-α on 
CM-sepharose: 1 – solubilizate of IBs; 2 – CM 
sepharose flow-through fraction; 3–7 – CM 
sepharose elution fractions. 15 % SDS-PAGE 

in reducing conditions, CBB R-250 staining
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лизирующего буфера до 10,0 приводит к полному связыванию молекул rbIFN-α и примесных 
белков с матрицей DE-сорбентов, т. е. молекулы белка приобретают отрицательный заряд.

Чистота бычьего IFN-α в солюбилизате отмытых ТВ составляет 53,18 ± 9,3 %, а после прове-
дения ИОХ на DE-целлюлозе и toyopearl DEAE-650 M − 64,08 ± 13,64 и 80,7 ± 8,6 % соответ-
ственно. Данные об увеличении степени очистки приведены на рис. 4. Достигнутой чистоты це-
левого продукта достаточно для подбора условий его ренатурации [18].

На заключительном этапе проводили скрининг условий рефолдинга рекомбинантного 
rbIFN-α методом разведения. Для этого был использован образец после тандемной очистки  
с концентрацией белка 1,1 мг/мл. Лучшей системой рефолдинга являлась система с наименьшей 
мутностью (степенью агрегации), в которой белок присутствовал в мономерной форме и обладал 
противовирусной активностью. 

Как уже отмечалось, каждый рекомбинантный белок, будучи накоплен в неактивном виде, 
требует определенных условий для рефолдинга [27]. Нами был выбран рефолдинг методом раз-
ведения в силу ряда его преимуществ по сравнению с другими методами. Во-первых, можно 
объективно установить оптимальные параметры рефолдинг буфера, во-вторых, это самый бы-
стрый и простой в технологическом плане подход [28].

Разведение при рефолдинге проводили в 10 раз с конечной концентрацией белка 110 мкг/мл. 
Нами исследовано 19 ренатурирующих систем. На рис. 4 показаны результаты ЭФ-изучения 
влияния типа буферного агента, стабилизатора и соотношения элементов редокс-системы на вы-
ход rbIFN-α в гомогенном состоянии.

Рис. 4. Скрининг компонентного состава рефолдинг-буфера для рекомбинантного rbIFN-α: 1 – солюбилизат ТВ; 2 – 
фракция, не связавшаяся с DE 52 целлюлозой; 3 – фракция элюции с DE 52 целлюлозы; 4 – фракция, не связавшаяся  
с DEAE-650 M; 5 – фракция элюции с DEAE-650 M; 6 – 10 ммоль/л NaPB; 7 – 10 ммоль/л HEPES; 8 – 10 ммоль/л MES; 
9 – 10 ммоль/л MOPS; 10 – 10 ммоль/л Трис; 11 – 0,4 моль/л D-глюкоза; 12 – 0,1 моль/л D-фруктозы; 13 – 0,4 ммоль/л 
глицерола; 14 – 0,1 % ПЭГ-3000; 15 – 0,1 % ПЭГ-6000; 16 – 0,1 % ПВП; 17 – 0,1 % Kolliphor EL; 18 – 0,5 моль/л 
L-Гли; 19 – 0,5 моль/л мочевины; 20 – 0,1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистина; 21 – 0,5 ммоль/л L-Цис, 0,5 ммоль/л 
L-цистина; 22 – 1 ммоль/л L-Цис, 1 ммоль/л L-цистина; 23 – 1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистина; 24 – 5 ммоль/л 
L-Цис, 0,5 ммоль/л L-цистина. 15 % SDS-ЭФ в редуцирующих условиях, окраска серебром. Рефолдинг системы (номера 
соответствуют номерам дорожки на геле): 6–10 − pH 7,4, 0,4 моль/л сахарозы, 1 ммоль/л ЭДТА, 4 ммоль/л L-Цис/0,4 
ммоль/л L-цистина; 11–19 − 10 ммоль/л NaPB, pH 7,4, 1 ммоль/л ЭДТА, 4 ммоль/л L-Цис, 0,4 ммоль/л L-цистина;   

20–24 − 10 ммоль/л NaPB, pH 7,4, 1 ммоль/л ЭДТА, 0,4 моль/л сахарозы
Fig. 4. Screening of the refolding buffer composition for the recombinant rbIFN-α: 1 – solubilizate of IBs; 2 – DE 52 cellulose 
flow-through fraction; 3 – DE 52 cellulose elution fractions; 4 – DEAE-650 M flow-through fraction; 5 –DEAE-650 M elution 
fractions; 6 – 10 mmol/l NaPB; 7 – 10 mmol/l HEPES; 8 – 10 mmol/l MES; 9 – 10 mmol/l MOPS; 10 – 10 mmol/l Tris; 11 –  
0.4 mol/l D-glucose; 12 – 0.1 mol/l D-fructose; 13 – 0.4 mol/l glycerol; 14 – 0.1 % PEG-3000; 15 – 0.1 % PEG-6000; 16 –  
0.1 % PVP; 17 – 0.1 % Kolliphor EL; 18 – 0.5 mol/l L-Gly; 19 – 0.5 mol/l urea; 20 – 0.1 mmol/l L-Cys, 0.1 mmol/l L-cystine; 
21 – 0.5 mmol/l L-Cys, 0.5 mmol/l L-cystine; 22 – 1 mmol/l L- Cys, 1 mmol/l L-cystine; 23 – 1 mmol/l L-Cys, 0.1 mmol/l 
L-cystine; 24 – 5 mmol/l L-Cys, 0.5 mmol/l L-cystine. 15 % SDS-PAGE in reducing conditions, Ag staining. Refolding systems 
(number corresponds to the gel line number (N)) included: 6–10 − pH 7.4, 0.4 mol/l sukrose, 1 mmol/l EDTA, 4 mmol/l L-Cys, 
0,4 mmol/l L-cyctine; 11–19 − 10 mmol/l NaPB, pH 7.4, 1 mmol/l EDTA, 4 mmol/l L-Cys, 0.4 mmol/l L-cyctine; 20–24 −  

10 mmol/l NaPB, pH 7.4, 1 mmol/l EDTA, 0.4 mol/l sucrose
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Исходя из результатов электрофореза, тип буфера и исследованные соединения, такие как 
полиолы (глицерол, глюкоза, фруктоза), полимеры (ПЭГ, ПВП), Kolliphor EL и Гли в одинаковой 
степени проявляют антиагрегационное действие – во всех системах целевой белок присутствует 
в мономерной форме. Однако ренатурация интерферона проходит с образованием нескольких 
изоформ, видимых на геле. Образование двойных бэндов на геле определяется только соотноше-
нием окислитель-восстановительной пары цистеин/цистин. В мономерной форме белок присут-
ствует в трех системах рефолдинга: № 20 − 0,1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистин; № 21 − 
 0,5 ммоль/л L-Цис, 0,5 ммоль/л L-цистин и № 23 − 1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистин, т. е.  
с низкой концентрацией окисленного партнера пары. 

Для дальнейшего изучения влияния конечной концентрации белка и мочевины на процесс 
ренатурации использована система № 23 с 10 ммоль/л NaPB, pH 7,4, 0,4 моль/л сахарозой,  
1 ммоль/л ЭДТА, 1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистина. Исходный образец разводили в 2, 3, 5 
и 10 раз. Конечная концентрация белка составила 550; 367; 220 и 110 мкг/мл, мочевины – 2; 2,67; 
1,6 и 0,8 моль/л. Сильное помутнение раствора и образование крупных агрегатов с дальнейшим 
выпадением в осадок наблюдалось в первых трех случаях. При разведении в 10 раз образец слег-
ка мутнел. Хлопьеобразование (конечная стадия агрегации) начиналась и при разведении в 15  
и 20 раз, что указывало на влияние концентрации мочевины на процесс ренатурации (антиагре-
гационный эффект при 0,8–1 моль/л). Это подтверждено с помощью флуоресцентной спектро-
скопии с зондом ANS (рис. 5). Суть метода основана на том, что при интеркаляции данного зон-
да в гидрофобные области молекулы белка происходит изменение флуоресцентных свойств ANS. 
Это значит, что при разворачивании молекулы белка под действием хаотропных агентов, таких 
как мочевина, число гидрофобных зон уменьшается, а следовательно, снижается интенсивность 
флуоресценции. Показано, что при добавлении мочевины в диапазоне концентраций от 0,5 до  
1 моль/л к нативному белку не приводит к существенным изменениям в структуре, в то время 
как при концентрации мочевины свыше 1 моль/л происходит разворачивание молекулы. Наи-
большая потеря конформации наблюдается при 8 моль/л мочевины (рис. 5). Причем разворачива-
ние молекулы происходит постепенно при промежуточных концентрациях мочевины (2−5 моль/л), 
в то время как в растворе 6–8 моль/л мочевины молекула белка теряет третичную структуру 
практически полностью.

Применение Kolliphor EL при масштабировании процесса рефолдинга оказало положитель-
ный эффект, который проявил антиагрегационный эффект по сравнению с буфером без данного 
соединения. В итоге скрининга была выбрана система, содержащая 10 ммоль/л NaPB, pH 7,4,  
0,4 моль/л сахарозу, 1 ммоль/л ЭДТА, 1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистина с добавлением 
0,05 % Kolliphor EL и разведением в 10 раз при 10 °С. Выход рефолдинга составил 20,44 ± 1,1 %  
с активностью интерферона (5 ± 3,6)∙106 МЕ/мг. Однако с процессом масштабирования усилился 
и процесс агрегации (о чем можно судить по 
увеличению степени помутнения и выпадения 
бел кового осадка, чего не наблюдалось на не-
больших, до 5 мл, объемах). В связи с этим бы-
ло решено проверить увеличение степени раз-
ведения до 20 раз с целью предупреждения 
инициации образования агрегатов со снижени-
ем концентрации белка. Однако помутнение 
раствора и образование осадка остались без из-
менения, а выход целевого белка уменьшился до 
8,56 ± 2,9 %, активность составила 2,25∙107 МЕ/мг. 
Это еще раз подтверждает вывод о том, что в про-
цессе рефолдинга значительную роль играет 
конечная остаточная концентрация мочевины, 
которая в концентрации 0,8−1 моль/л оказывает 
антиагрегационный эффект.

Рис. 5. Зависимость интенсивности флуоресценции  
rbIFN-α от концентрации мочевины

Fig. 5. Dependence of the fluorescence intensity  
on urea concentration
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Проведя масштабирование выбранного метода рефолдинга и сбор целевого продукта, полу-
ченный препарат белка был подвергнут анализу для определения его гомогенности (рис. 6). Чи-
стота конечного препарата рекомбинантного бычьего IFN-α, определенная методом RP-HPLC, 
составила 98,43 %.

Полученный препарат rbIFN-α обладает сопоставимой с аналогичными белками противови-
русной активностью, достаточной чистотой и может быть использован для приготовления на его 
основе терапевтических средств.

Заключение. Данная работа посвящена определению оптимальных условий выделения, 
очистки и рефолдинга рекомбинантного rbIFN-α из ТВ. Установлено, что двухстадийная отмыв-
ка растворами на основе 50 ммоль/л Трис, 50 ммоль/л NaCl на первой стадии, 50 ммоль/л Трис,  
50 ммоль/л NaCl и 3,5 моль/л мочевины на второй стадии позволяет избавиться от части балласт-
ных белков и НК с наименьшими потерями целевого продукта. Солюбилизация в растворе  
с 50 ммоль/л Трис-HCl, рН 9,0, 8 моль/л мочевиной, 20 ммоль/л ВМЕ позволяет наиболее полно 
экстрагировать целевой белок в мономерной форме из ТВ. Чистота бычьего IFN-α в солюбилиза-
те отмытых ТВ составляет 53,18 ± 9,3 %. Тандемная хроматография на последовательно соеди-
ненных колонках с DE 52 целлюлозой и toyopearl DEAE-650 M дала возможность удалить остат-
ки белков и НК и получить rbIFN-α с чистотой 80,7 ± 8,6 %, достаточной для рефолдинга. При 
скрининге условий ренатурации система, содержащая 10 ммоль/л NaPB, pH 7,4, 0,4 моль/л саха-
розу, 1 ммоль/л ЭДТА, 1 ммоль/л L-Цис, 0,1 ммоль/л L-цистин с добавлением 0,05 % Kolliphor EL 
и разведением в 10 раз при 10 °С выбрана как наиболее эффективная. Выход мономерной формы 
rbIFN-α после рефолдинга составил 20,44 ± 1,1 %, активность  −  (5 ± 3,6)∙106 МЕ/мг, чистота − 
98,43 %.

Рис. 6. Анализ чистоты конечного препарата ренатурированного rbIFN-α методом RP-HPLC на колонке  
Диасфер-110-С4. Во врезке представлен образец, использованный для анализа (окрашивание серебром)
Fig. 6. Purity analysis of the renatured rbIFN-α sample at the terminal stage with the help of RP-HPLC method  

on Diacpher-110-С4 column. Inset represents the protein sample used in analysis (Ag staining)
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