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трансформировали в клетки E.coli XL-1 blue, при отборе трансформантов 

по признаку устойчивости к канамицину. Из клеток отобранных клонов 

выделяли ДНК и проводили ПЦР для проверки наличия вставки. По ре-

зультатам электрофореза (рис. 1) было показано, что вставка обнаружена 

в составе сконструированных рекомбинантных плазмид. 

Следующим этапом эксперимента стала проверка наличия и правиль-

ной ориентации вставки в плазмиде. Рестрикционный анализ по сайтам 

NheI и StuI показал, что вставка находится в векторе в правильном по-

ложении. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В соответствии с поставленной задачей, была рассмотрена организа-

ция цирковируса свиней второго типа и сконструировано два экспери-

ментальных вектора, несущих ген капсидного белка ЦВС-2 с сигналом 

ядерной локализации и без него. 
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РЕФОЛДИНГ РЕКОМБИНАНТНОГО ЭКТОДОМЕНА 

ЭФРИНОВОГО РЕЦЕПТОРА ТИПА А5 

А. В. Жидецкий 

Эфриновые рецепторы и их лиганды эфрины являются представите-

лями семейства тирозиновых киназ. Гены рецепторов данного класса ак-

тивно экспрессируется во время эмбрионального развития организма во 

многих тканях, участвуя в регуляции направления роста аксонов, обра-

зования нейрональных связей при формировании топографических карт 

зрительной и двигательной систем, морфогенезе тканей, ангиогенезе и 

межклеточных взаимодействий [1, 2, 3]. Помимо функционирования в 

здоровых клетках и тканях, эфриновые рецепторы и эфрины играют 

важную роль в процессе канцерогенеза, участвуя в неоангогенезе, мета-
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стазировании и инвазии опухолевых клеток [4, 5]. В связи с этим данная 

группа рецепторов и их лигандов представляет огромный интерес в ка-

честве объектов целевой терапии рака и патогенезе тканей [6]. Одним из 

таких направлений является поиск различных молекул антагонистов, ко-

торые подавляют работу своих рецепторов-мишеней [7]. Однако для 

реализации такого подхода требуется значительное количество целевого 

белка, которое невозможно или очень трудно получить с помощью 

обычных методов выделения из клеток и тканей. Данную проблему по-

могает решить метод экспрессии рекомбинантных белков штаммами-

продуцентами, которые накапливают химерный белок в больших коли-

чествах в виде телец включения. Последние представляют собой в ос-

новном неструктурированные агрегаты целевого продукта с включением 

белков и нуклеиновых кислот клетки-продуцента [8]. Причём с помо-

щью генно-инженерных подходов можно сконструировать целевой про-

дукт с рядом преимуществ, в частности можно встроить так называемые 

Tag-фрагменты, имеющие высокое сродство к металл-хелатирующим 

сорбентам, что в дальнейшем облегчает процессы очистки целевого 

продукта от примесных соединений и дает возможность его рефолдинга 

непосредственно на хроматографической колонке [9, 10]. 

Целью данной работы явилось осуществление рефолдинга рекомби-

нантного ECD EphA5 методом колоночной хроматографии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 Система экспрессии рекомбинантного белка. Для получения 

препаративных количеств рекомбинантного эктодомена рецептора Eph-

А5 использовалась система экспрессии на основе штамма E.coli Origami B 

(DE3). Штамм E.coli, содержащий конструкцию на основе плазмиды 

pEX32 для экспрессии рекомбинантного эфрнового рецептора типа А5, 

включающего кроме белковой части целевого продукта тиоредоксиновый 

фрагмент, (His)6-Tag и сайт разрезания для тромбина, был разработан в 

биотехнологическом центре университета города Турку (Финляндия) и 

любезно предоставлен профессором Ю.-П. Химаненом. 

 Отмывка телец включения. Отмывка ТВ заключалась в 

трехстадийном применении отмывочных растворов. На первом этапе 

использовался раствор 0,2 моль/л NaCl, далее 50 ммоль/л Tris буфер с 

pH 10,0, содержащий 0,2 моль/л NaCl, 1 ммоль/л EDTA, 1 % 

изопропанол и 3,5 моль/л мочевину, после чего тельца отмывались еще 

раз раствором 0,2 моль/л NaCl. 
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 Солюбилизация белков из телец включения. ТВ растворяли в 50 

ммоль/л Tris-HCl буфере с pH 8,0, содержащем 8 моль/л мочевину, 1 

ммоль/л EDTA, 10 ммоль/л β-меркаптоэтанол и 0,5 моль/л NaCl  

 Ионообменная хроматография. Процесс концентрирования 

целевого продукта, удаление EDTA, β-меркаптоэтанола, а также 

нуклеиновых кислот (НК) проводили с использованием анионобменника 

Toyopearl DEAE 650-M.  

 Рефолдинг на колонке с применением металл-хелатная 

хроматография на Ni-сефарозе. Связывание (His)6-Tag, 

присутствующего в структуре рекомбинантного белка, осуществлялось 

на колонке с Ni-сефарозой. Колонку предварительно уравновешивали 

буфером следующего состава: 50 ммоль/л Tris-HCl, pH 8,0, 0,3моль/л 

NaCl, 6 моль/л мочевина. После связывания ECD EphA5 с (His)6-Tag с 

сорбентом колонка промывалась стартовым буферным раствором для 

удаления не связавшиеся фракций примесных белков и оставшихся НК. 

Процесс рефолдинга происходил на колонке и осуществлялся с 

помощью линейного градиента от 0 до 100 % рефолдинг буфера (20 

ммоль/л Tris-HCl, pH 8, 0,4 моль/л сахароза, 1 ммоль/л цистеин и 0,1 

ммоль/л цистин) и соответственно понижением стартового буфера. 

Далее колонка промывалась буфером (20 ммоль/л Tris-HCl, pH 8, 10 

ммоль/л имидазол) для удаления рефолдинг буфера. Элюцию целевого 

продукта осуществляли буферным раствором, содержащим 20 ммоль/л 

Tris-HCl, pH 8, 0,5 моль/л имидазол.  

 SDS-электрофорез в полиакриламидном геле. Чистоту белковых 

фракций оценивали методом SDS-электрофореза в 12,5 % 

полиакриламидном геле по стандартной методике [11]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Применение вышеописанной методики отмывки ТВ позволило изба-

виться вплоть до 60–65 % примесного материала от исходной массы те-

лец включения с незначительной потерей (до 5 %) целевого продукта. 

Отмытые тельца включения вносили в солюбилизирующий буфер, оп-

тимальный состав которого нами был определен ранее [12], обрабатыва-

ли ультразвуком для дезинтеграции агрегатов ТВ и оставляли на ночь 

при постоянном перемешивании на магнитной мешалке для полного 

растворения ТВ. После удаления не растворившейся материи с помощью 

центрифугирования, полученный солюбилизат наносили на колонку с 

анионообменной смолой Toyopearl DEAE 650-M, предварительно урав-

новешенную буфером следующего состава: 20 ммоль/л Tris-HCl, pH 8, 6 

моль/л мочевина. После промывки колонки стартовым буфером от не 



 

 242 

связавшихся фракций белка, целевой продукт элюировали тем же бу-

ферным раствором, но содержащим 0,3 моль/л NaCl. Элюцию НК про-

водили буфером с более высокой ионной силой, а именно 50 ммоль/л 

Tris-HCl, pH 8, 6 моль/л мочевина, 1 моль/л NaCl. На основании резуль-

татов спектрального анализа образцов с этапов отмывки, солюбилизации 

и ионообменной хроматографии (ИОХ), было отмечено, что происходит 

постепенный сдвиг максимума поглощения солюбилизата из области 

260 нм (поглощение НК) в область поглощения белков при 280 нм, что 

свидетельствует об успешной очистке целевого продукта от НК.  

А Б 

 
 

 

Рис. 1. А.- Металл-хелатная хроматография экстракта телец включения на Ni-

сефарозе; Б.- Контроль постадийной очистки и рефолдинга ECD EphA5 методом 

SDS-электрофореза в ПААГ 

1-Образец после элюции с Toyopearl DEAE 650-M; 2-Фракция не связавшаяся с Ni-сефа-розой; 3-

Фракция, элюированная с Ni-сефарозы во время рефолдинга; 4-фракция, элюиро-ванная во время 

промывки колонки буфером А (20 ммоль/л Tris-HCl, pH 8, 10 ммоль/л имидазол); 4-фракция после 

элюции с Ni-сефарозы буфером Б (0,5 моль/л Tris-HCl, pH 8, 10 ммоль/л имидазол); 5-фракция после 

элюции с Ni-сефарозы буфером Б (0,5 моль/л Tris-HCl, pH 8, 10 ммоль/л имидазол) – не редуцирую-

щие условия; 6-маркеры молекулярных масс. 

После проведения ИОХ, элюированную фракцию, содержащую це-

левой продукт наносили на колонку с Ni-сефарозой для проведения од-

настадийного процесса очистки и рефолдинга (рисунок 1). Наличие в 

структуре полипептидной цепи фрагмента (His)6-Tag и его высокому 

сродству к ионам Ni
2+

 позволяет значительно очистить целевой белок 

от примесей, имеющих намного меньшее сродство к ионам данного 

тип. Благодаря адсорбции молекул целевого белка на матрице сорбента 

и пространственному удалению их друг от друга, удается: а) избежать 

неспецифического взаимодействия молекул; б) предотвратить агрега-
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цию целевого продукта; в) повысить выход целевого продукта после 

рефолдинга. 

ВЫВОДЫ 

Трехстадийная отмывка ТВ растворами мочевины позволила удалить 

не менее 60 % примесного материала практически без потери целевого 

продукта. Очистка рекомбинантного эктодомена EphA5 проведена с 

применением анионообменной и металл-хелатной хроматографии. Ре-

фолдинг рекомбинантного ECD EphA5 осуществлен методом колоноч-

ной хроматографии на Ni-сефарозе. 
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