
Ин тер фе ро ны (ИФН) — груп па сиг наль ных 
низ ко мо ле ку ляр ных бел ков, вы де ля е мых клет ка -
ми мле ко пи та ю щих в от вет на при сут с т вие бо лез -
нет вор ных мик ро ор га низ мов (та ких как ви ру сы,
бак те рии, мно гок ле точ ные па ра зи ты) или опу хо -
ле вых кле ток. Эти  ци то ки ны (ме ди а то ры им му ни -
те та) об ла да ют ан ти ви рус ной, им му но мо ду ли ру ю -
щей, про ти во о пу хо ле вой и дру ги ми ви да ми ак тив -
нос ти, что поз во ля ет от нес ти их к важ ней шим фак -
то рам врож ден но го им му ни те та, по ли фун к ци о -
наль ным би о ре гу ля то рам ши ро ко го спек т ра дей с т -
вия и го ме ос та ти чес ким аген там [1]. На фар ма цев -

ти чес ком рын ке пред с тав ле ны пре па ра ты ИФН,
раз ли ча ю щи е ся по спо со бу по лу че ния (при род -
ные и ре ком би нан т ные) и по фор ме вы пус ка. Ос -
нов ные ком мер чес кие пре па ра ты пред с тав ля ют со -
бой ре ком би нан т ную фор му че ло ве чес ко го ИФ Н --2, 
име ют сход ное фар ма ко ло ги чес кое дей с т вие, вклю -
ча ю щее про ти во ви рус ный, про ти во о пу хо ле вый и
им му но мо ду ли ру ю щий эф фект, ко то рое ха рак тер -
но для всех ИФ Н -.

В кли ни ке на и бо лее час то ис поль зу ют ИФН-
 -2b. Целью при ме не ния того или ино го пре па ра -
та ИФ Н - яв ля ют ся в пер вую оче редь про фи лак -
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По лу че ние би  о ло ги  чес  ки ак тив  но го интер ферон а-- 2b 
че  ло ве  ка  из  р ас те н ий Nicot i ana b enthamiana

Опи са на ме то ди ка по лу че ния и очис т ки би о ло ги чес ки ак тив но го ре ком би нан т но го
интерферона--2b че ло ве ка (рчИФН--2b), син те зи ро ван но го в ре зуль та те эк с прес -
сии в рас те нии Nicotiana benthamiana. Ге не ти чес кая кон с т рук ция, со дер жа щая мо -
ди фи ци ро ван ный ген чИФН--2b, кло ни ро ва на в двух раз ных век то рах: в од ном —
на ос но ве ви ру са та бач ной мо за и ки (кон т ро ли ру е мый ак ти но вым про мо то ром из
Arabidopsis thaliana, pA-IFN-A), в дру гом — ви ру са мо за и ки цвет ной ка пус ты (кон т -
ро ли ру е мый 35S про мо то ром, pA-IFN-S). Для дос тав ки эк с прес си он ных век то ров в
лис тья рас те ний ис поль зо ван ме тод аг ро инъ ек ции. Мак си маль ный уро вень эк с прес -
сии гена ре ком би нан т но го бел ка дос тиг нут на пя тые сут ки пос ле инъ ек ции и сос тав -
ля ет 200 и 20 мг на 1 кг лис ть ев для pA-IFN-A и pA-IFN-S, со от вет с т вен но. Ре ком би -
нан т ный чИФН--2b, по лу чен ный из рас те ний, про яв лял ан ти ви рус ную и про ти -
во о пу хо ле вую ак тив ность, со от вет с т ву ю щую ком мер ческому ана логу.

Клю че вые сло ва: про дук ция в рас те ни ях, чИФН--2b, His-домен.

                                 
Ко со бо ко ва Ека те ри на Ни ко ла ев на, Пи ню ги на Ма ри на Вла ди ми ров на, Ко со ру ков Вя чес лав Ста нис ла во вич.

Спи сок со кра ще ний: БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; ДМСО — ди ме тил су ль фок сид; ИФА — им му но фер мен т ный ана -
лиз; ИФН — ин тер фе рон; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; МЕ — меж ду на род ная еди ни ца; ОП — оп ти че ская плот ность;
ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; п.н. — пар нук ле о ти дов; ПЦР — по ли ме раз ная цен ная ре ак ция; сре да LB — сре да Лу риа —
Бер та ни; ФМСФ — фе нил ме тил су ль фо нил фто рид; ЦПД — ци то па ти че ское дей ст вие; ЦТД — ци то ток си че ское дей ст вие;
ЭМК — эн це фа ло ми о кар дит; DАВ — диа ми но бен зи дин;  Ig — им му ног ло бу лин; MES — 2-(N-мор фо ли но)этан су ль фо но вая
кис ло та; SDS — до де цил су ль фат на трия.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



ти ка и ле че ние ви рус ных за бо ле ва ний [2, 3].Од -
ной из важ ней ших об лас тей ис поль зо ва ния это го
бел ка яв ля ет ся так же он ко ло гия: пре па ра ты ИФН
вклю че ны в сос тав ком би ни ро ван ной те ра пии хро -
ни чес ко го ми е ло лей ко за, Т-кле точ ной лим фо ны
кожи, мно жес т вен ной ми е ло мы, зло ка чес т вен ной
ме ла но мы, СПИД -ас со ци и ро ван ной сар ко мы Ка -
по ши, во ло са ток ле точ но го лей ко за, фол ли ку ляр -
ной лим фо ны и рака поч ки [4, 5].

Дли тель ные кур сы ин тер фе ро но те ра пии при 
ле че нии та ких за бо ле ва ний, как ге па тит и рак по -
чек, соп ро вож да ют ся по боч ны ми эф фек та ми раз -
ной сте пе ни тя жес ти, ко то рые че рез не ко то рое
вре мя ис че за ют или сни жа ют ся [6, 7].

Ос нов ны ми про ду цен та ми те ра пев ти чес ки
зна чи мых бел ков яв ля ют ся бак те ри аль ные и дрож -
же вые куль ту ры, а так же куль ту ры кле ток жи вот -
ных. Каж дая из этих групп ор га низ мов име ет в ка -
чес т ве про ду цен та ИФН свои пре и му щес т ва и не -
дос тат ки. Так, бак те ри аль ная сис те ма эк с прес сии
за ре ко мен до ва ла себя как де ше вая «фаб ри ка»,
обес пе чи ва ю щая вы со кий вы ход це ле во го про дук -
та. Не дос тат ком бак те ри аль ных кле ток яв ля ет ся,
од на ко, их нес по соб ность обес пе чи вать пос т т ран -
с ля ци он ные мо ди фи ка ции, ха рак тер ные для кле -
ток че ло ве ка, что име ет след с т ви ем об ра зо ва ние в 
че ло ве чес ком ор га низ ме ан ти тел к ИФН и сни же -
ние эф фек тив нос ти те ра пии. Эту проб ле му мож но 
ре шить, ис поль зуя куль ту ры кле ток жи вот ных [8]. 
Од на ко эта сис те ма ха рак те ри зу ет ся вы со кой сто и -
мос тью и низ кой сте пенью ста биль нос ти. Для рас -
ти тель ных сис тем ха рак тер ны низ кая сто и мость
вы ра щи ва ния на боль ших пло ща дях и  прос то та
мас ш та би ро ва ния (пу тем уве ли че ния за ни ма е мой 
куль тур ой пло ща ди); кро ме того, эти сис те мы не
тре бу ют до ро гос то я щих мер сте риль нос ти [9]. В
от ли чие от бак те ри аль ной сис те мы эк с прес сии в
клет ках выс ших рас те ний осу щес т в ля ют ся пос т -
т ран с ля ци он ные мо ди фи ка ции бел ков, сход ные с
та ко вы ми в клет ках мле ко пи та ю щих: гли ко зи ли -
ро ва ние, фос фо ри ли ро ва ние, ме ти ли ро ва ние и др.
[10], а так же обес пе чи ва ет ся пра виль ная ук лад ка
(фол динг) ре ком би нан т но го про дук та, сох ра ня ю -
щая бе лок рас т во ри мым. По ми мо это го клет ки
рас те ний не со дер жат бак те ри аль ных эн до ток си -
нов, спо соб ных вы зы вать ал лер ги чес кие ре ак ции
у че ло ве ка. В от ли чие от сис тем эк с прес сии на ос -
но ве куль тур кле ток мле ко пи та ю щих рас те ния
сво бод ны от па то ген ных для че ло ве ка ви русов,
мик ро ор га низмов, при онов и он ко генов, т.е. яв ля -
ют ся бе зо пас ны ми про ду цен та ми те ра пев ти чес ки
зна чи мых бел ков [11, 12].

До не дав не го вре ме ни ос нов ная мас са ис с -
ле до ва ний была ос но ва на на по лу че нии ста биль -

но тран с фор ми ро ван но го тран с ген но го рас те ния
с вве де не и ем це ле во го гена либо в ядер ный, либо
в хло роп лас т ный ге ном и с вос п ро из ве де ни ем эк с -
прес сии гена ре ком би нан т но го бел ка в пос ле ду ю -
щих по ко ле ни ях [13]. Это тру до ем кий и дли тель -
ный ме тод, ко то рый тре бу ет боль ших зат рат. Но -
вый под ход к про дук ции ре ком би нан т но го бел ка с 
ис поль зо ва ни ем вре мен ной эк с прес сии в рас те ни -
ях не столь зат ра тен. На ши ми кол ле га ми была раз -
ра бо та на сис те ма про дук ции ре ком би нан т ных
бел ков в лис ть ях Nicotiana benthamiana с ис поль -
зо ва ни ем рас ти тель ных ви рус ных век то ров [14].
Дан ная тех но ло гия под ра зу ме ва ет встав ку це ле -
во го гена в реп ли ци ру ю щи е ся эле мен ты ви ру са с 
пос ле ду ю щим ин фи ци ро ва ни ем кле ток рас те -
ния, где про ис хо дит ам п ли фи ка ция, при во дя щая
к на коп ле нию ре ком би нан т но го бел ка в ци то зо ли 
рас ти тель ной клет ки [15, 16]. Вслед с т вие об ра -
бот ки ви рус ным век то ром рас те ния, по лу ча е мые 
по дан ной тех но ло гии, яв ля ют ся вре мен ны ми но -
си те ля ми тран с ге на (не бо лее 3—5 дней пос ле ин -
филь т ра ции век то ром). В свя зи с этим рас п рос т -
ра не ние “сбе жав ших” рас те ний в при ро де при ис -
поль зо ва нии дан ной тех но ло гии в прин ци пе не -
воз мож но. В то же вре мя, эк с прес сия ге те ро ло -
гич но го бел ка мо жет дос ти гать вы со ко го уров ня
за ко рот кий срок (от 3 до 14 дней пос ле ин фи ци -
ро ва ния в за ви си мос ти от ис поль зу е мой сис те -
мы). При ме не ние спе ци аль ных вспо мо га тель -
ных ге не ти чес ких эле мен тов, обес пе чи ва ю щих
вы со кий уро вень эк с прес сии, поз во ля ет по лу -
чать до 5 г це ле во го про дук та из 1 кг зе ле ной мас -
сы, что сос тав ля ет око ло 50% от всех рас т во ри -
мых бел ков [13]. Бла го да ря та ко му под хо ду воз -
мож но по лу че ние боль шо го ко ли чес т ва кон с т рук -
ций, ко то рые мо гут быть быс т ро и лег ко про тес -
ти ро ва ны; ви рус ные век то ры лег ко пе ре но сят ся
внутрь клет ки при по мо щи ме ха ни чес ко го вве де -
ния, осу щес т в ляя круп но мас ш таб ное ин фи ци ро -
ва ние; воз мож но ин фи ци ро ва ние од но го и того
же рас те ния дву мя и бо лее век то ра ми, что поз во -
ля ет обес пе чи вать сбор ку бел ков, сос то я щих из
нес коль ких до ме нов [17, 18].

Целью дан ной ра бо ты была раз ра бот ка ме -
то да эк с прес сии гена ИФН--2b че ло ве ка в
Nicotiana benthamiana. Ген был кло ни ро ван в ви -
рус ных век то рах, ко то рые вво ди ли в рас те ния ме -
то дом аг ро инъ ек ции, ис поль зуя аг ро бак те рии
Agrobac te rium tumefaciens. Пос ле оп ре де ле ния вре -
ме ни мак си маль но го на коп ле ния це ле во го бел ка
в ин фи ци ро ван ных лис ть ях была раз ра бо та на
тех но ло гия из в ле че ния и очис т ки ре ком би нан т но -
го про дук та, поз во ля ю щая сох ра нить его би о ло ги -
чес кую ак тив ность.
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ПО ЛУ ЧЕ НИЕ БИ О ЛО ГИ ЧЕС КИ АК ТИВ НО ГО ИНТЕРФЕРОНА--2b ЧЕ ЛО ВЕ КА ИЗ РАС ТЕ НИЙ Nicotiana benthamiana



УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В ра бо те ис поль зо ва ли штамм Escherichia
coli BL21(DE3) и dH5 из кол лек ции ла бо ра то рии 
тран с ген ных пре па ра тов (НИИ экспе ри мен таль -
ной ди аг нос ти ки и те ра пии опу хо лей РОНЦ, Мос -
к ва) и штамм аг ро бак те рии Agrobacterium tume -
faciens GV3101 из кол лек ции ла бо ра то рии ви ру со -
ло гии (би о ло ги чес кий фа куль тет, МГУ им. М.В. Ло -
мо но со ва, Мос к ва). Ге не ти чес кие кон с т рук ции и
прай ме ры для про ве де ния ПЦР были син те зи ро ва -
ны фир мой «Ев ро ген» (Рос сия). В ра бо те ис поль -
зо ва ли рес т рик та зы, Т4 ДНК-ли га зу (Fermen tas,
Лит ва) и лег кую цепь эн те ро пеп ти да зы че ло ве ка
(L-HEP), про из ве ден ную в ла бо ра то рии ин же не -
рии бел ка ИБХ РАН [19].

Кло ни ро ва ние це ле во го гена в эк с прес си -
он ных век то рах. Ген чИФН--2b был ис кус с т вен -
но син те зи ро ван на ос но ве син те ти чес кой пос ле -
до ва тель нос ти, пос т ро ен ной с уче том час то ты
встре ча е мос ти ко до нов ДНК в ге но ме N. bentha -
miana (рис.1).

В кон це вые учас т ки гена чИФН--2b были
вве де ны сай ты гид ро ли за эн до нук ле а за ми NcoI и
XhoI, не об хо ди мые для пос ле ду ю ще го пе рек ло ни -
ро ва ния ко ди ру ю ще го фраг мен та в эк с прес си он -
ных век то рах. Для уда ле ния по ли гис ти ди но вой
пос ле до ва тель нос ти пос ле очис т ки це ле во го бел -
ка в ге не ти чес кой кон с т рук ции меж ду 6His- до ме -
ном и чИФН--2b со дер жит ся сайт рас щеп ле ния
эн те ро пеп ти да зой GCGGATGATGACGATAGA (что
со от вет с т ву ет ами но кис лот ной пос ле до ва тель нос -
ти AlaAspAspAspAspArg), а меж ду сай том гид ро -
ли за эн те ро пеп ти да зой и по ли гис ти ди но вым до -
ме ном — ней т раль ный по ли лин кер GG T GGA GG -
TGGA (ами но кис лот ная пос ле до ва тель ность Gly -
GlyGlyGly). Для удоб с т ва ма ни пу ли ро ва ния кон с т -
рук ци я ми гены были кло ни ро ва ны в pAL- TA-
 векторе («Ев ро ген», Мос к ва). Струк ту ра по лу чен -
ных плаз мид была под т вер ж де на сек ве ни ро ва ни -
ем («Ев ро ген»).

Для по лу че ния эк с прес си он ных плаз мид
пос ле до ва тель ность гена чИФН--2b-6His из pAL-
 TA-вектора была вы ре за на по сай там рес т рик ции
NсоI и XhoI. Ко рот кий фраг мент раз ме ром 551 п.н. 
был вы де лен из геля пос ле про ве де ния элек т ро фо -
ре ти чес ко го раз де ле ния и ли ги ро ван с дву мя эк с -
прес си он ны ми век то ра ми. В пер вом слу чае ис -
поль зо вал ся один из на и бо лее по пу ляр ных век то -
ров на ос но ве ви ру са мо за и ки цвет ной ка пус ты
(CaMV),в ко то ром ген це ле во го бел ка на хо дит ся
под кон т ро лем силь но го 35S-промотора (рис. 2).

С целью срав не ния эф фек тив нос ти эк с прес -
сии был ис поль зо ван ра нее по лу чен ный и за ре ко -
мен до вав ший себя как вы со ко про дук тив ный век -
тор, со дер жа щий гены по ли ме ра зы TVCV, тран с -
пор т но го бел ка и тя же лой цепи ан ти те ла Her2/ 
neu. Так как для пе рек ло ни ро ва ния фраг мен та, ко -
ди ру ю ще го це ле вой бе лок, были вве де ны сай ты
NcoI и XhoI, а в ба зо вом век то ре со дер жа лось 2 сай -
та NcoI, ог ра ни чи ва ю щие фун к ци о наль но зна чи -
мый учас ток, для соз да ния эк с прес си он ной кон с т -
рук ции про во ди ли ком би ни ро ван ное кло ни ро ва -
ние, пред с тав лен ное на рис. 3. Вся кас се та тран с к -
ри би ро ва лась под кон т ро лем ак ти но во го про мо то -
ра из A. thaliana и тер ми на то ра гена на по лин син та -
зы из A. tumefaciens. По лу чен ные ге не ти чес кие
кон с т рук ции были наз ва ны pA-IFN-S и pA-IFN-А, 
в них ген ре ком би нан т но го бел ка на хо дит ся под
кон то ро лем кон с ти ту тив ных про мо то ров 35S или
ар ги ни но во го, со от вет с т вен но. Век то ра ми pA- IFN- S
и pA-IFN-А сна ча ла тран с фор ми ро ва ли клет ки
E. coli для про ве де ния скри нин га по лу чен ных ге -
не ти чес ких кон с т рук ций и вы де ле ния плаз мид в
ко ли чес т ве, дос та точ ном для даль ней ших ис с ле -
до ва ний. За тем плаз ми да ми, про ве рен ны ми с по -
мощью рес т рик ци он но го ана ли за, тран с фор ми ро -
ва ли аг ро бак те рии A. tumefaciens.

Аг ро инъ ек ция. Аг ро бак те рии A. tumefa -
ciens, штамм GV3101, тран с фор ми ро ван ные плаз -
ми да ми pA-IFN-S или pA-IFN-А, куль ти ви ро ва ли
в те че ние ночи в 20 мл сре ды LB при 28° и раз бав -
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Рис. 1. Син те зи ро ван ная ге не ти чес кая пос ле до ва тель ность, ко ди ру ю щая чИФН--2b, оп ти ми зи ро ван ная для эк с прес сии
в N. benthamiana:  cat cat cac cat cat cac — HisTag; ggt gga ggt gga — ней т раль ный по ли лин кер; gcg gat gat gac gat aga — сайт рас -
щеп ле ния эн те ро пеп ти да зой; ссatgg — сайт рес т рик ции NcoI; ctcgag — сайт рес т рик ции XhoI; ctgcag — сайт рес т рик ции PstI



ля ли сус пен зию бу фер ным рас т во ром для аг ро инъ -
ек ций (10 мМ MES (Helicon, Рос сия), 10 мМ
MgSO4 (Helicon), pH 5,5) до OП600 = 0,1. Аг ро инъ -
ек цию про во ди ли од нок рат но пос ред с т вом шпри -
ца без иглы. Для пре па ра тив но го по лу че ния це ле -
во го бел ка и кон т ро ля его би о ло ги чес кой ак тив -
нос ти тран с фор ма ции под вер га ли 30—50 рас те -
ний.

Про дук тив ность и уро вень эк с прес сии ви -
рус но го век то ра, в ко то ром ген це ле во го бел ка на -
хо дит ся под кон т ро лем 35S-промотора, сти му ли -
ро ва ли пу тем сов мес т ной аг ро инъ ек ции смесью
аг ро бак те рий, не су щих дан ный ви рус ный век тор,
и аг ро бак те рий, со дер жа щих век тор с ге ном бел ка 
р19 из ви ру са кар ли ко вой кус тис тос ти то ма тов.
При ис поль зо ва нии век то ра, в ко то ром ген це ле во -
го бел ка на хо дит ся под кон т ро лем силь но го ак ти -
но во го про мо то ра, не было не об хо ди мос ти в сов -
мес т ной аг ро инъ ек ции.

Пос ле аг ро инъ ек ции рас те ния вы ра щи ва ли
под би о лам па ми с про дол жи тель нос тью дня 16 ч
при 22° и влаж нос ти 60%.

Эк с трак ция и очис т ка це ле во го бел ка из
лис ть ев N. benthamiana. На пя тые сут ки пос ле за -
ра же ния аг ро бак те ри я ми лис тья со би ра ли, уда ля -
ли цен т раль ные круп ные жил ки, взве ши ва ли и из -
мель ча ли при по мо щи кут те ра CL (Fimar, Ита -
лия). В по лу чен ную мас су до бав ля ли бу фер ный

рас т вор для эк с трак ции (0,2 М цит рат нат рия
(Helicon), 0,005 М ЭДТА (Helicon), 0,1% твина-20
(Helicon), рН 8,0), и смесь ин ку би ро ва ли при ком -
нат ной тем пе ра ту ре в те че ние 1 ч при пос то ян ном
пе ре ме ши ва нии, пос ле чего цен т ри фу ги ро ва ли
30 мин при 1200 g с целью уда ле ния кле точ ных об -
лом ков и не рас т во ри мо го ма те ри а ла. Да лее эк с -
тракт филь т ро ва ли че рез двой ной слой пред филь т -
ра Miracloth (Merck, Гер ма ния), а за тем че рез
фильтр с раз ме ром пор 1,2 мкм и 0,45 мкм
(Whatman, Ан г лия). Бла го да ря на ли чию аф фин но -
го до ме на, об ла да ю ще го срод с т вом к ни ке ле во му
сор бен ту, было воз мож но ис поль зо ва ние аф фин -
ной хро ма тог ра фии для очис т ки це ле во го про дук -
та. От филь т ро ван ный эк с тракт на но си ли на ко лон -
ку Ni2+-се фа ро зы (GE Healthcare, Шве ция).  Со пут -
с т ву ю щие бел ки уда ля ли с ко лон ки пу тем про мы -
ва ния 10 объ е ма ми бу фер но го рас т во ра для эк с -
трак ции (см. выше). чИФН--2b элю и ро ва ли бу -
фер ным рас т во ром сле ду ю ще го сос та ва: 500 мМ
NaCl (Helicon), 10 мМ трис-HCl (Helicon), 100 мМ
ими да зол (Sigma, США), pH 7,0.

Скри нинг бел ка. Для ана ли за уров ня эк с -
прес сии каж дый день пос ле ин филь т ра ции до мо -
мен та за сы ха ния лис та со би ра ли по 0,04 г лис то -
вой би о мас сы, рас ти ра ли в теф ло но вой ступ ке и
сме ши ва ли с 200 мкл бу фер но го рас т во ра для на -
не се ния (60% гли це ри на (Amresco, США), 5 мМ
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Рис. 2. Схе ма кон с т ру и ро ва ния плаз ми ды pA-IFN-S для эк с прес сии гена чИФН--2b-6His: LB (left border) и RB (right border)
— ле вая и пра вая гра ни цы Т-ДНК, со от вет с т вен но; sGFP (intron) — не ко ди ру ю щая об ласть зе ле но го флю о рес цен т но го бел ка
(green fluorescent protein); mRFP — крас ный флю о рес цен т ный бе лок; 35S Prom — про мо тор 35S; 35S Term — тер ми на тор 35S



-меркаптоэтанол (Helicon), 10% SDS (Sigma),
250 мM трис-HСl (Helicon), pH 6,8). По лу чен ные
эк с трак ты прог ре ва ли в те че ние 5 мин при 95°.
Для оцен ки ре зуль та тов эк с прес сии при ме ня ли
стан дар т ный ме тод вер ти каль но го элек т ро фо ре за
в 15%-ном по ли ак ри ла мид ном геле (ПААГ) с до -
де цил суль фа том нат рия (SDS) в ре ду ци ру ю щих (в 
при сут с т вии бе та- мер кап то э та но ла) ус ло ви ях по
Лэм м ли, ис поль зуя ус та нов ку Mini Protean II
(Bio Rad, США). Для ви зу а ли за ции бел ков в геле
при ме ня ли ме тод ок ра ши ва ния 0,2%-ным Coomas -
sie brilliant blue G-250 («Па нЭ ко», Рос сия).

Иден ти фи ка цию ИФ Н - про во ди ли пу тем
вес тер н - б ло тин га с ис поль зо ва ни ем влаж но го пе -
ре но са при по мо щи ус та нов ки Mini-VE Blotter
(Amersham Biosciences Corp., США). Пе ре нос осу -
щес т в ля ли на нит ро цел лю лоз ную мем б ра ну (Amer -
sham Bioscien ces Corp.) в бу фе ре TGB (39 мМ гли -
цин, 48 мМ трис-HCl, 0,1% SDS, 20% ме та но ла) в те -
че ние 2 ч при токе 180 мА. Пе ред на не се ни ем мем -
б ра ны об ра ба ты ва ли смесью T-TBS (2 мМ трис-HCl, 

13,7 мМ NaCl, 0,1 % твина-20, pH 7,5—7,6) с 5%
БСА (Sigma). Пос ле на не се ния ИФ Н -со дер жа ще -
го пре па ра та про во ди ли его гиб ри ди за цию с мо -
нок ло наль ны ми мы ши ны ми ан ти те ла ми про тив
ИФ Н - (MMHA-2, PBL INTERFERON SOURCE,
США) в те че ние 2 ч при пос то ян ном вра ще нии в
гиб ри дай зе ре. Да лее пов то ря ли от мыв ку мем б ра -
ны T-TBS и ин ку би ро ва ли ее с ме че ны ми ан ти те -
ла ми про тив Ig мыши («Им тек», Рос сия) в те че ние 
1 ч в гиб ри дай зе ре. Для вы яв ле ния ан ти тел с пе -
рок си даз ной ак тив нос тью ис поль зо ва ли DAB.

Кон цен т ра цию ре ком би нан т но го бел ка оп -
ре де ля ли при по мо щи ИФА с ис поль зо ва ни ем на -
бо ра ИФА-IFN-alfa («Ци то кин», Рос сия).

Уда ле ние по ли гис ти ди но во го до ме на. От -
щеп ле ние гис ти ди но во го учас т ка про во ди ли при
по мо щи лег кой цепи эн те ро пеп ти да зы че ло ве ка
[19]. До бав ля ли 5—6 еди ниц фер мен та на 1 мг це -
ле во го бел ка и ин ку би ро ва ли при ком нат ной тем -
пе ра ту ре в те че ние ночи. Эф фек тив ность гид ро ли -
за кон т ро ли ро ва ли при по мо щи элек т ро фо ре за в
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Рис. 3. Схе ма кон с т ру и ро ва ния плаз ми ды pA-IFN-A для эк с прес сии чИФН--2b-6His: LB (left border) и RB (right border) —
ле вая и пра вая гра ни цы Т-ДНК, со от вет с т вен но; Arab.Act2 — ак ти но вый про мо тор; TVCV Polymerase — ген по ли ме ра зы ви ру -
са TVC; crMP — ген тран с пор т но го бел ка крВТМ; Her-Ab-H — ген тя же лой цепи мо нок ло наль ных ан ти тел Her2neu; SP6 — по -
вер х нос т ный бе лок ви ру са; Тnos (terminator of nopaline synthase) — тер ми на тор гена но па лин син та зы



15%-ном ПА АГ. Для инак ти ва ции фер мен та до -
бав ля ли ФМСФ (Helicon) до ко неч ной кон цен т ра -
ции 0,4 мМ. Пос ле это го про во ди ли пов тор ную
хро ма тог ра фию на Ni2+-NTA-агарозе.

Изу че ние био ло ги че ской ак тив но сти
ИФН--2b

Оп ре де ле ние про ти во ви рус ной ак тив нос -
ти ИФН--2b. Про ти во ви рус ную ак тив ность об -
раз цов пре па ра тов ИФН--2b оп ре де ля ли об щеп -
ри ня тым мик ро ме то дом в 96-луночном план ше те
с куль ту рой пе ре ви ва е мых дип ло ид ных фиб роб -
лас тов лег ко го эм б ри о на че ло ве ка (ли ния ЛЭЧ- 977,
11-й пас саж, Ме ди ко- ге не ти чес кий центр РАМН,
Мос к ва) по по дав ле нию ци то па ти чес ко го дей с т -
вия  ви ру са эн це фа ло ми о кар ди та [20]. В лун ки с
мо нос ло ем кле ток, вы ра щен ным в те че нии 48 ч в
пи та тель ной сре де ДMEM c L-глютамином, 10%
эм б ри о наль ной те лячь ей сы во рот ки и ген та ми ци -
ном («Па нЭ ко»), вно си ли двук рат ные раз ве де ния
ис с ле ду е мых пре па ра тов в объ е ме 100 мкл. Каж -
дый об ра зец ис с ле до ва ли пов тор но в двух лун ках
и в двух не за ви си мых оп ре де ле ни ях. Клет ки ин ку -
би ро ва ли с раз ве де ни я ми пре па ра та ИФН в те че -
ние 24 ч при 37° в ат мос фе ре 5% СО2 (ин ку ба тор
Nuaire, США). В кон т роль ные лун ки с клет ка ми
без ИФН до бав ля ли пи та тель ную сре ду. Пе ред за -
ра же ни ем кле ток ви ру сом КЖ из лу нок уда ля ли. В
лун ки вно си ли 100 мкл ви ру са в дозе 100 ЦПД50
(на и боль шее раз ве де ние, ко то рое вы зы ва ет ци то -
па ти чес кое дей с т вие в 50% за ра жен ных кле ток), ко -
то рая обус лов ли ва ла 100%-ную ги бель кле ток в кон т -
ро ле че рез 20 ч ин ку ба ции при 37°. Оцен ку ЦПД
ви ру са в лун ках с раз ве де ни я ми ИФН про во ди ли с
по мощью све то во го ин вер ти ро ван но го мик рос ко -
па (Meiji Techno, Япо ния). Титр ИФН рас с чи ты ва -
ли как об рат ную ве ли чи ну раз ве де ния ИФН, по -
дав ля ю ще го ЦПД ви ру са в 50% кле ток мо нос лоя.

Оп ре де ле ние про ти во о пу хо ле вой ак тив -
нос ти ИФН--2b в МТТ-тес те. В ис с ле до ва нии
ис поль зо ва ли ад ге зи он ные куль ту ры кле ток ме ла -
но мы че ло ве ка ли нии melKor (кол лек ция ФГБНУ

«РОНЦ им. Н.Н.Бло хи на»). Клет ки куль ти ви ро ва -
ли в сре де RPMI-1640 («Па нЭ ко»), со дер жа щей
10% те лячь ей эм б ри о наль ной сы во рот ки, во до рас -
т во ри мые ви та ми ны, ами но кис ло ты, пи ру ват нат -
рия, L-глутамин, 10 мМ HE PES и  ан ти би о ти ки,
рН 7,3, при 37° в ат мос фе ре 5% СО2. Клет ки под -
дер жи ва ли в ло га риф ми чес кой фазе рос та пас си -
ро ва ни ем куль ту ры че рез каж дые 2—3 дня.

Для ре гис т ра ции ре зуль та тов ис с ле до ва ния
ис поль зо ва ли плос ко дон ные 96-луночные план -

ше ты. В каж дую лун ку по ме ща ли по 4 тыс. кле ток 
(200 мкл сре ды). Че рез 24—48 ч к ним до бав ля ли
пре па рат ИФН с кон цен т ра ци ей 2000 МЕ. От ри ца -
тель ным кон т ро лем слу жи ли ин так т ные клет ки,
ко то рые на хо ди лись в тех же ус ло ви ях, но без ИФН.
В ка чес т ве по ло жи тель но го кон т ро ля ис поль зо ва -
ли Ре а фе рон -ЕС («Век тор - Ме ди ка», Рос сия). По -
ми мо это го про во ди ли кон т роль бу фе ра, в ко то -
ром была рас т во ре на суб с тан ция. Ре зуль та ты ре -
гис т ри ро ва ли че рез 24 и 48 ч. Для это го в лун ки до -
бав ля ли по 20 мкл МТТ-к ра си те ля (3-4,5-ди метил -
тиазол-2-ил-2,5-дифенилтетразолий), об ла да ю ще го
спо соб нос тью вос с та нав ли вать ся де гид ро ге на за -
ми жи вых кле ток до го лу бо го крис тал ли чес ко го
фор ма зо на, рас т во ри мо го в ДМСО. Пос ле ин ку ба -
ции кле ток с кра си те лем в те че ние 4 ч при 37° в ат -
мос фе ре 5% СО2 в лун ки до бав ля ли по 200 мкл
ДМСО. Ре зуль та ты ре гис т ри ро ва ли с по мощью
ри де ра Biotrak II (Amersham) пос ред с т вом из ме ре -
ния ОП об раз цов при дли не вол ны 530 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С целью срав не ния уров ня про дук ции це ле -
во го ре ком би нан т но го бел ка с ис поль зо ва ни ем
раз ных век то ров в ра бо те были по лу че ны две век -
тор ные кон с т рук ции pA-IFN-S и pA-IFN-А (см.
рис. 2, 3), раз ли ча ю щи е ся ап па ра том для эк с прес -
сии ре ком би нан т но го бел ка. При пла ни ро ва нии ге -
не ти чес кой кон с т рук ции мы оп ти ми зи ро ва ли нук -
ле о тид ную пос ле до ва тель ность с уче том час то ты
встре ча е мос ти ко до нов в N. benthamiana. При хи -
ми чес ком син те зе про во ди ли за ме ну 67% нук ле о -
дид ной пос ле до ва тель нос ти растения с пос ле до ва -
тель нос тью кДНК че ло ве ка с целью уве ли че ния
уров ня эк с прес сии. По лу чен ные кон с т рук ции
обес пе чи ва ют син тез бел ка, ко то рый не сет на
N-конце пос ле до ва тель ность по ли гис ти ди но во го
зве на (для аф фин ной хро ма тог ра фии на Ni-се -
фарозе, спе ци фи чес ки свя зы ва ю щей ся с His6) и
спе ци аль ный ами но кис лот ный лин кер, сос то я щий
из гиб ко го учас т ка и сай та уз на ва ния для спе ци фи -
чес кой эн те ро пеп ти да зы че ло ве ка (см. рис. 2 и 3).

Сог лас но ли те ра тур ным дан ным и пред шес т -
ву ю щим ра бо там ав то ров дан но го ис с ле до ва ния,
эф фек тив ность ра бо ты эн те ро пеп ти да зы за ви сит
от спо соб нос ти круп ной мо ле ку лы фер мен та при -
б ли зить ся к сай ту гид ро ли за. В дан ной ра бо те
меж ду сай том рас щеп ле ния эн те ро пеп ти да зой и
по ли гис ти ди но вым до ме ном был вве ден ней т раль -
ный по ли лин кер, пред с тав лен ный 4 гли ци но вы ми 
ос тат ка ми. Та кой учас ток, сос то я щий из прос тых
ли ней ных ами но кис лот, не об ра зу ю щих жес т кие
струк ту ры, яв ля ет ся кон фор ма ци он но гиб кой кон -
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с т рук ци ей, ко то рая улуч ша ет ус ло вия для приб ли -
же ния круп ной мо ле ку лы эн те ро пеп ти да зы к сай -
ту гид ро ли за.

Ви рус ные век то ры были дос тав ле ны в лис тья
рас те ний ме то дом аг ро инъ ек ции с по мощью куль -
ту ры кле ток A. tumefaciens, пред ва ри тель но тран с -
фор ми ро ван ной кон с т рук ци я ми pA-IFN-S или
pA-IFN-A.

Для сти му ля ции про дук тив нос ти и по вы ше -
ния уров ня эк с прес сии век то ра, в ко то ром ген це -
ле во го бел ка на хо дит ся под кон т ро лем силь но го
ви рус но го 35S-промотора, опы ты про во ди ли в ус -
ло ви ях сов мес т ной аг ро инъ ек ции смесью аг ро бак -
те рий, не су щих век тор с ге ном чИФН--2b, и аг ро -
бак те рий, со дер жа щих ген бел ка р19 из ви ру са кар -
ли ко вой кус тис тос ти то ма тов. Бе лок р19 яв ля ет ся
суп рес со ром про ти во ви рус ной ре ак ции кле ток
рас те ни я- хо зя и на, свя зан ной с «умол ка ни ем ге нов»
ви рус ной РНК. Эф фект ин ги би ро ва ния дос ти га ет -
ся за счет спо соб нос ти бел ка р19 об ра зо вы вать
ком п лекс с ко рот ки ми ин тер фе ри ру ю щи ми РНК,
ко то рые слу жат для пе ре да чи сиг на ла к «умол ка -
нию ге нов». Тем са мым аг ро инъ ек ция гена р19
поз во ля ет по вы сить ста биль ность РНК, ко ди ру ю -
щей чИФН--2b [21].

В слу чае с ви рус ным век то ром, в ко то ром
ген це ле во го бел ка на хо дит ся под кон т ро лем ак ти -
но во го про мо то ра, не было не об хо ди мос ти в сов -
мес т ной аг ро инъ ек ции по сле ду ю щим при чи нам.
Дан ный век тор соз дан на ос но ве ви рус но го ге но -
ма, адап ти ро ван но го к про хож де нию ядер ной ста -
дии (в при ро де этот РНК-со дер жа щий ви рус не на -
хо дит ся в ядре, так как все про цес сы его раз ви тия
про хо дят в ци топ лаз ме), пу тем уда ле ния кри ти чес -
ких ин т ро нов и встав ки при род ных. Пос ле тран с к -
рип ции и сплай син га осу щес т в ля ет ся эк с порт ви -
рус но го век то ра из ядра в ци топ лаз му, где про ис хо -
дит ха рак тер ная имен но для ви ру сов реп ли ка ция.
Эф фек тив ность по доб но го век то ра зна чи тель но
выше, чем не ви рус но го век то ра, ка ко вым яв ля ет -
ся кон с т рук ция с це ле вым ге ном под кон т ро лем
35S-промотора.

Для оп ре де ле ния вре ме ни мак си маль но го
на коп ле ния ре ком би нан т но го бел ка про во ди ли
срав ни тель ный ана лиз со дер жа ния ИФН в за ра -
жен ных лис ть ях каж дые 24 ч пос ле аг ро инъ ек -
ции. Ус та но ви ли, что со дер жа ние чИФН--2b дос -
ти га ет сво е го мак си му ма на 5-е сут ки. Бо лее дли -
тель ное куль ти ви ро ва ние рас те ний при во дит к ги -
бе ли за ра жен но го лис та, а со от вет с т вен но и раз ру -
ше нию ре ком би нан т но го бел ка. В про цес се срав -
не ния уров ня эк с прес сии це ле во го гена при ис -
поль зо ва нии двух раз ных кон с т рук ций ста ло
ясно, что 35S-промотор обес пе чи ва ет зна чи тель -

но бо лее низ кую про дук цию чИФН--2b, чем ак -
ти но вый про мо тор (до 20 мг рас т во ри мо го чИФН-
 -2b на 1 кг сы рой зе ле ной мас сы — в пер вом слу -
чае и до 200 мг рас т во ри мо го бел ка на 1 кг сы рой
зе ле ной мас сы — во вто ром). При клас си чес ком
вы ра щи ва нии рас те ний (в гор ш ках с поч вой) эк с -
прес сия не была ста биль ной: вы ход про дук та варь -
и ро вал от 70 до 200 мг рас т во ри мо го бел ка на 1 кг
лис ть ев в слу чае ак ти но во го про мо то ра. Мы свя зы -
ва ем дан ную проб ле му с не воз вож нос тью ис поль -
зо ва ния стан дар ти зо ван ной поч вы, что от ра жа ет ся
на ско рос ти рос та и раз ви тии рас те ний. Го раз до по -
ка за тель нее в дан ном кон тек с те ис поль зо ва ние гид -
ро по ни ки — сис те мы вы ра щи ва ния рас те ний на
пи та тель ной сре де без поч вы, ко то рое обес пе чи ва -
ет бо лее рав но мер ное раз ви тие рас те ний. Наши
пред ва ри тель ные ре зуль та ты (дан ные не опуб ли ко -
ва ны) так же сви де тель с т ву ют о бо лее ста биль ной
про дук ции ре ком би нан т но го бел ка при сох ра не -
нии ее вы со ко го уров ня в рас те ни ях при их рос те
на ис кус с т вен ной сре де (170±30 мг/кг лис ть ев).

В ре зуль та те тран зи тор ной эк с прес сии был
по лу чен ре ком би нан т ный бе лок раз ме ром 18,5 кДа,
что со от вет с т во ва ло на шим ожи да ни ям: по лу чен -
ный бе лок нес коль ко тя же лее кон т роль но го чИФН-
 -2b за счет на ли чия по ли гис ти ди но во го до ме на
(рис. 4). чИФН--2b был пол нос тью рас т во рим,
что ис к лю ча ло не об хо ди мость про ве де ния ре фол -
дин га, так час то встре ча ю щу ю ся при ис поль зо ва -
нии бак те ри аль но го про ду цен та. 

Ос нов ным ме то дом очис т ки в дан ной ра бо -
те ста ла аф фин ная хро ма тог ра фия на ко лон ке
Ni2+-се фа ро зы, к ко то рой про яв ля ет срод с т во по -
ли гис ти ди но вый до мен, вве ден ный в ре ком би нан -
т ную кон с т рук цию. В сво их пре ды ду щих ра бо тах
[22] мы срав ни ва ли аф фин ные до ме ны His6 и
His12 по нес коль ким по ка за те лям: вли я ние на уро -
вень эк с прес сии, рас т во ри мость, эф фек тив ность
ад сор б ции на сор бен те и уро вень гид ро ли за эн те -
ро пеп ти да зой. Мы про де мон с т ри ро ва ли, что луч -
шим ва ри ан том яв ля ет ся пос ле до ва тель ность, сос -
то я щая из 6 гис ти ди но вых ос тат ков, и имен но по э -
то му она была нами выб ра на для дан но го ис с ле до -
ва ния. Наши ис с ле до ва ния по ка за ли так же, что эф -
фек тив ность свя зы ва ния ре ком би нан т но го бел ка
с аф фин ным сор бен том уве ли чи ва ет ся пос ле про -
ве де ния пред ва ри тель ной очис т ки, зак лю ча ю щей -
ся в цен т ри фу ги ро ва нии, филь т ро ва нии че рез пред -
фильтр и фильтр с раз ме ром пор 1,2 и 0,45 мкм. На -
не се ние на ко лон ку про во ди ли при ком нат ной тем -
пе ра ту ре. Весь про цесс за ни мал око ло 4 ч. Аф фин -
ная хро ма тог ра фия обес пе чи ва ет вы со кий уро -
вень очис т ки ре ком би нан т ных бел ков, в на шем
слу чае — бо лее, чем 90%-ный. Та кая чис то та дос -
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та точ на для ис с ле до ва ния про ти во ви рус ных и про -
ти во о пу хо ле вых свойств по лу чен но го про дук та
на куль ту рах кле ток.

На зак лю чи тель ном эта пе про во ди ли уда ле -
ние по ли гис ти ди но во го до ме на пу тем гид ро ли за
эн те ро пеп ти да зой. В ра бо те ис поль зо ва ли лег кую 
цепь L-HEP; эф фек тив ность гид ро ли за сос та ви ла
по ряд ка 50% (рис. 5). В нас то я щее вре мя ве дут ся
ра бо ты по уве ли че нию эф фек тив нос ти ра бо ты
L-HEP и пе ре но су про цес са на аф фин ную ко лон ку.

Для под т вер ж де ния би о ло ги чес кой ак тив -
нос ти по лу чен но го бел ка ис поль зо ва ли два ме то -
да: изу че ние про ти во ви рус ной ак тив нос ти (стан -
дар т ный) и оцен ка про ти во о пу хо ле вой ак тив нос -
ти (ис поль зо ван ный в дан ной ра бо те). Стан дар т -
ный ме тод сос то ял в оцен ке по дав ле ния ЦПД ви -
ру са эн це фа ло ми о кар ди та на куль ту ре пе ре ви ва е -
мых дип ло ид ных фиб роб лас тов лег ко го эм б ри о на 
че ло ве ка. В ка чес т ве срав не ния ис поль зо ва ли
меж ду на род ный стан дарт чИФ Н -, по лу чен ный с 
по мощью бак те ри аль но го про ду цен та.

Ус та нов ле но, что про ти во ви рус ная ак тив ность 
ре ком би нан т но го чИФН--2b, вы де лен но го из рас ти -
тель но го про ду цен та, сос тав ля ет 2106 МЕ/мг бел -
ка. Это оз на ча ет, что дан ные ме то ды по лу че ния и
очис т ки ре ком би нан т но го бел ка не при во дят к по -
те ре его би о ло ги чес кой ак тив нос ти.

Би о ло ги чес ки ак тив ные ин тер фе ро ны по лу -
ча ли из раз ных ви дов рас те ний и ра нее: с ис поль -
зо ва ни ем ста биль ной ядер ной тран с фор ма ции
[23, 24], хло роп лас т ной тран с фор ма ции [25, 26] и
тран зи тор ной эк с прес сии [27, 28]. К со жа ле нию,
не всег да уда ет ся срав нить про ти во ви рус ную ак -
тив ность пре па ра тов, по лу чен ных раз ны ми ме то -
да ми. Преж де все го это ка са ет ся тех слу ча ев, ког -
да ис с ле ду ет ся не очи щен ный бе лок, а эк с тракт
[28], что по сути некор рек т но, так как та кая сис те -
ма не ис к лю ча ет вли я ния бел ков рас ти тель ной
клет ки. Од на ко сто ит все же от ме тить, что по не яс -
ным пока для ав то ра при чи нам в пе рес че те на мг
очи щен но го бел ка ис поль зо ва ние бак те ри аль но го 
про ду цен та или куль тур кле ток жи вот ных поз во ля -
ет по лу чить чИФН--2b, ак тив ность ко то ро го
выше, чем у бел ка из рас те ния ((1—2,5)  108 МЕ/мг 
и 2  108 МЕ/мг, со от вет с т вен но) [29—31].

В со от вет с т вии с ли те ра тур ны ми дан ны ми,
ин тер фе ро ны об ла да ют пря мым про ти во о пу хо ле -
вым дей с т ви ем. В свя зи с этим был про ве ден
МТТ-тест на куль ту рах опу хо ле вых кле ток че ло ве -
ка ли нии melKor. Ре зуль та ты ис с ле до ва ний пред с -
тав ле ны на рис. 6. По ка за на ди на ми ка ЦТД ре ком -
би нан т но го бел ка в срав не нии с фар ма цев ти чес -
ким ана ло гом (Ре а фе рон -ЕС, НПО «Век тор», Рос -
сия) че рез 24 и 48 ч. Все ре зуль та ты по ка заны в %

от кон т ро ля (без ин тер фе ро на) для каж до го эк с пе -
ри мен та. По лу чен ные дан ные сви де тель с т ву ют
об от сут с т вии ста тис ти чес ки зна чи мо го эф фек та
че рез 24 ч пос ле ин ку ба ции опу хо ле вых кле ток с
ре ком би нан т ны ми бел ка ми, хотя и наб лю да ет ся
тен ден ция к сни же нию ко ли чес т ва опу хо ле вых
кле ток по срав не нию с кон т ро лем (до 90—95%).
Уве ли че ние вре ме ни ин ку ба ции до 48 ч при во дит
к воз ник но ве нию ЦТД, равного при мер но 20%
(см. рис. 6). При этом ре ком би нан т ный бе лок не
про яв ля ет ци то ток си чес кое дей с т вие на нор маль -
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Рис. 4. Ана лиз про дук ции и эф фек тив нос ти очис т ки
чИФН--2b, по лу чен но го из рас ти тель но го про ду цен та: А — 
элек т ро фо рез об раз цов в 12%-ном ПААГ; Б — вес тер н - б лот -

-а на лиз. Стрел кой от ме че ны бел ко вые по ло сы, со от вет с т ву ю -
щие чИФН--2b-6His: 1 — эк с тракт лис ть ев, со дер жа щих
чИФН--2b-6His; 2 — рас ти тель ные бел ки, не свя зав ши е ся с
Ni2+-се фа ро зой; 3 — сор бент пос ле элю ции це ле во го бел ка;
4 — элю ат це ле во го бел ка; 5 — кон т роль — чИФН--2b без
по ли гис ти ди но во го до ме на

Рис. 5. Элек т ро фо рез в 12%-ном ПААГ проб, по лу -
чен ных при под бо ре ус ло вий фун к ци о ни ро ва ния L-HEP: 1 — 
6 — ре зуль та ты ра бо ты L-HEP при раз лич ной кон цен т ра ции
фер мен та, ед./мг бел ка (0; 0,3; 0,6; 1,2; 2,5 и 5,0); 7 — кон т -
роль, чИФН--2b без по ли гис ти ди но во го до ме на



ные клет ки, в ка чес т ве ко то рых мы ис поль зо ва ли
спер ма то зо и ды быка (дан ные не при ве де ны). Это
сви де тель с т ву ет о на ли чии пря мо го про ти во о пу -
хо ле во го дей с т вия чИФН--2b, по лу чен но го из
рас те ний, на опу хо ле вые клет ки ли нии melKor. На -
шей даль ней шей целью ста нет рас ши ре ние па не -
ли опу хо ле вых кле точ ных ли ний раз но го про ис -
хож де ния для изу че ния спе ци фич нос ти дей с т вия
ис с ле ду е мо го ци то ки на и вы яв ле ния бо лее чув с т -
ви тель ной ли нии.

Та ким об ра зом, были по лу че ны ви рус ные
век то ры, обес пе чи ва ю щие при ис поль зо ва нии
тран зи тор ной эк с прес сии про дук цию ре ком би нан -
т но го ци то ки на чИФН--2b, по би о ло ги чес кой ак -
тив нос ти со пос та ви мо го с сов ре мен ным фар ма -
цев ти чес ким ана ло гом. Бла го да ря ис поль зо ва нию 
ви рус ной эк с прес си он ной сис те мы, в ко то рой ген
чИФН--2b на хо дит ся под кон т ро лем про мо то ра
гена ак ти на, дос тиг нут вы со кий уро вень про дук -
ции ре ком би нан т но го бел ка — до 200 мг на 1 кг
сы рой зе ле ной мас сы. Даль ней шее уве ли че ние
это го по ка за те ля воз мож но в ре зуль та те оп ти ми за -
ции ус ло вий куль ти ви ро ва ния и очис т ки. Это де ла -
ет ис поль зо ва ние рас ти тель ной сис те мы эк с прес -
сии на ос но ве ви ру сов пер с пек тив ной аль тер на ти -
вой су щес т ву ю щим ме то дам.

По лу че но 12.06.15
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Ob ta  i  n ing of Bi o lo g i cal  ly Ac t i  ve Hu -
man In ter  fe  ron--2b f rom Ni co t i  a na ben t ha -
mi a na  Plan ts

A met hod for the pro duc ti on and pu ri fi ca ti on of bi o lo gi -
cal ly ac ti ve re com bi nant hu man in ter fe ron--2b (rhIFN--2b)
that was syn t he si zed as a re sult of ex p res si on in Ni co ti a na ben t -
ha mi a na plants has been de ve lo ped. A ge ne tic con s t ruct con ta i -
ning the mo di fi ed gene of hIFN--2b was clo ned in eit her of two
vec tors, first ba sed on to bac co mo sa ic vi rus dri ven by the ac tin
pro mo ter of Ara bi dop sis tha li a na (pA-IFN-A), and se cond, on
ca u lif lo wer mo sa ic vi rus dri ven by the 35S pro mo ter (pA-IFN-S). 
The ex p res si on vec tors were de li ve red into the plant cells by ag -
ro in jec ti on. The ma xi mal syn t he sis rate was de tec ted 5 days af ter
the in jec ti on and was up to 200 mg and 20 mg per kg of fresh le a -
ves for pA-IFN-A and pA-IFN-S, res pec ti ve ly. The re com bi nant
plant-ma de hIFN--2b had as high an ti vi ral and an ti tu mor ac ti vi -
ty as a com mer ci al drug.

Key words: His-tag, pro duc ti on in plants, rhIFN--2b.

Биотехнология, 2015, № 4 61

ПО ЛУ ЧЕ НИЕ БИ О ЛО ГИ ЧЕС КИ АК ТИВ НО ГО ИНТЕРФЕРОНА--2b ЧЕ ЛО ВЕ КА ИЗ РАС ТЕ НИЙ Nicotiana benthamiana
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