
68

ISSN 0234-2758,  Биотехнология, 2019, Т. 35, № 3, С. 68–73

Гранулоцитарно-макрофагальный колоние-
стимулирующий фактор (ГМ-КСФ) стимулирует 
рост гранулоцитов и макрофагов, что позволяет 
использовать его в клинике для снижения побоч-
ных эффектов радио- и химиотерапии, усиления 
устойчивости к инфекции и для терапии побоч-
ных эффектов при трансплантации костного моз-
га [1]. Показано, что введение рекомбинантного 
ГМ-КСФ человека (рчГМ-КСФ) онкологическим 
больным приводит к активации эндогенных мо-
ноцитов и макрофагов. Для снижения стоимости 
препаратов на основе рчГМ-КСФ необходим про-
стой способ производства их субстанции.

Цель исследования ‒ получение биомассы клеток 
штамма-продуцента, обеспечивающее высокий уро-
вень синтеза рчГМ-КСФ, а также выделение и очист-
ка целевого белка с максимальной эффективностью.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Материал
В работе использовали штамм-продуцент 

E.  coli SG20050/p280_2GМ из коллекции ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (№ В-1369). 
Культивирование проводили в среде LВ, г/л: пеп-
тон – 10, дрожжевой экстракт – 5, NaCl – 5. 

Получение биомассы клеток, обогащенных 
целевым белком

Компетентные клетки E. coli SG20050 транс-
формировали плазмидой p280_2GM и высева-
ли на агаризованную питательную среду, содер-
жащую ампициллин (100 мкг/мл) и тетрациклин 
(25 мкг/мл), чашки помещали на ночь в термостат 
при 36 ℃. 
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Показан способ получения рекомбинантного гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора человека (ГМ-КСФ). Он состоит из процессов наработки биомассы 
клеток штамма-продуцента, обогащенных целевым белком (до 30% от их суммарного содержания), 
выделения и очистки. Процесс выделения и очистки включает следующие стадии: дезинтеграцию 
клеток ультразвуком, отмывку телец включения буферными растворами, солюбилизацию ГМ-КСФ 
из телец включения 6М раствором мочевины, денатурацию с последующей ренатурацией молекул 
белка и очистку при помощи хроматографии на DEAE-сефарозе и совмещенной хроматографии 
на CM-сефарозе и Q-сефарозе с последующим диализом. Разработанный способ позволяет из 1 г 
влажных клеток получить до 10 мг препарата с чистотой 98% и высокой активностью, показанной 
на линии клеток эритролейкоза человека.
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Список сокращений: ДСН додецилсульфат натрия; ОП ‒ оптическая плотность при определенной длине волны (нм); ПААГ – 
полиакриламидный гель; рчГМ-КСФ – рекомбинантный человеческий гранулоцитарно-макрофагальный колониестиму-
лирующий фактор; DEAE ‒ диэтиламиноэтил анионообменные группы; CM ‒ карбоксиметил катионообменные группы; 
ED50 ‒ концентрация препарата, при которой достигается 2-кратный пролиферативный эффект; Q ‒ анионообменная группа 
четвертичного аммония.
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Подготовка и ферментация посевного материала

Клетки наиболее продуктивных клонов соби-
рали смывом при помощи шпателя в 0,5 л среды 
LВ, содержащей 100 мкг/мл ампициллина и под-
ращивали на качалке при 36 °C и скорости вра-
щения 160 об/мин до середины логарифмической 
фазы роста (ОП550  = 0,5‒0,6).

Ферментацию проводили в лабораторном 
ферментере вместимостью 15 л и с объемом пи-
тательной среды 10  л. Скорость вращения ме-
шалки в ферментере от 100 до 200 об/мин, пода-
ча воздуха 1,0 л/мин на 1 л среды. В ферментер 
со стерильной питательной средой, содержащей 
ампициллин в концентрации 100 мкг/мл, вноси-
ли посевной материал в количестве, составляю-
щем 5% от объема питательной среды. В процес-
се ферментации в питательную среду дробно до-
бавляли ампициллин (до 100 мкг/мл).

Ферментацию рекомбинантного цитокина за-
канчивали в конце логарифмической фазы роста. 
Культуральную жидкость охлаждали до 5‒10 °C, 
клетки собирали центрифугированием (8000 g, 
20 мин) и хранили при температуре ‒70 °C.

Анализ содержания целевого белка
Концентрацию белка в растворах определя-

ли по методу Бредфорда [2]. Белковый состав об-
разцов анализировали с помощью электрофоре-
за в 15%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) в 
денатурирующих условиях с окрашиванием кра-
сителем Кумасси G-250 («SIGMA», США). При 
анализе содержания целевого белка в клетках 
их собирали микробиологической петлей и су-
спендировали в 200 мкл буфера для подготовки 
проб (125 мМ трис-HCl, pH 6,8; 20%-ный глице-
рин; 3%-ный ДСН; 3%-ный 2-меркаптоэтанол и 
0,005%-ный бромфеноловый синий), прогревали 
10 мин на кипящей водяной бане и аликвоты по 
10 мкл вносили в карманы геля. После проведения 
электрофореза, окраски и отмывки геля каждую 
дорожку сканировали при 550 нм, используя ла-
зерный сканиметр UltroScan XL (LKB, Швеция). 
Отбор высокопродуктивных клонов проводили, 
анализируя данные в программе GelPro3.1. 

Анализ количества плазмидосодержащих клеток
В процессе культивирования одинаковые 

аликвоты культуры высевали на чашки с агаризо-
ванной средой с ампициллином и без него, куль-
тивировали в течение 18 ч при 36 °C, подсчиты-
вали выросшие колонии. Процент плазмидосо-
держащих клеток рассчитывали делением числа 

колоний, выросших на среде с антибиотиком, на 
число колоний, выросших без селективного дав-
ления (без ампициллина).

Выделение и очистка белка ГМ-КСФ
10 г влажных клеток суспендировали в 100 мл 

буферного раствора А (10 мМ трис-HCl, рН 8,0), 
содержащего 1 мМ фенилметилсульфонилфто-
рида (ингибитор протеиназ). Суспензию поме-
щали в ледяную баню, стенки клеток разрушали 
при помощи ультразвука до снижения ОП550 до 
40‒45% от ее исходного значения. Затем суспен-
зию центрифугировали (10 000 g, 30 мин, 4 °С). 
Осадок представлял собой тельца включения, со-
держащие целевой белок ГМ-КСФ и обломки кле-
точных стенок. 

Отмывка телец включения является одним из 
важных этапов в очистке целевого белка, позволя-
ющим удалить значительные количества приме-
сей. Осадок гомогенизировали в 50 мл буфера А, 
содержащего 5 мМ ЭДТА, в течение 15‒20 мин и 
суспензию центрифугировали (1-я отмывка).

Полученный осадок гомогенизировали в 
50  мл буфера А, содержащего 0,5%-ный детер-
гент тритон Х-100, в течение 15‒20 мин и центри-
фугировали (2-я отмывка).

Полученный осадок вновь гомогенизировали 
в 50 мл буфера А, в течение 15‒20 мин и центри-
фугировали (3-я отмывка). 

Отмывку телец включения, содержащих 
ГМ-КСФ, проводили центрифугированием при 
10 000 g, 30 мин, 4 °С. 

В работе использовали сорбенты для хро-
матографии DEAE-, CM- и Q-сефарозы (GE 
Healthcare Bio-Sciences, Швеция) и растворимый 
DEAE-декстран 500 («Serva», Германия). Реак-
тивы (мочевина, натрия хлорид, натрия фосфат) 
квалификации х.ч.; фенилметилсульфонилфторид 
(PMSF, «Gerbu», Германия); набор белковых мар-
керов (10–250 кДа) («Thermo scientific», Литва).

Оценка биологической активности  
ГМ-КСФ человека 

Тест был основан на способности ГМ-КСФ- 
зависимых клеток линии TF-1 пролиферировать 
только в присутствии ГМ-КСФ [3]. Пролифератив-
ную активность оценивали по уровню стимуля-
ции пролиферации клеток эритролейкоза человека 
TF-1 микрометодом на 96-луночных культураль-
ных планшетах с использованием реагента XTT  
(2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)- 
2H-тетразолий-5-карбоксанилид) (AppliChem, 
Германия) [4].
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выросшие колонии трансформированных 
клеток засевали отдельными секторами на ага-
ризованную среду с антибиотиками. Содержание 
рекомбинантного ГМ-КСФ в выросших клетках 
каждого из 12 секторов определяли, как описано в 
«Условиях эксперимента». Ниже приведена доля 
(%) целевого белка (ГМ-КСФ) в клетках, вырос-
ших из отдельных колоний в секторах (1‒12), от 
количества суммарных клеточных белков:

1 . . . . . 30,7              7 . . . . . 26,3
2 . . . . . 35,4              8 . . . . . 23,4
3 . . . . . 31,9              9 . . . . . 33,3
4 . . . . . 33,2            10 . . . . . 33,8
5 . . . . . 34,2            11 . . . . . 25,6
6 . . . . . 36,5            12 . . . . . 27,2

Из клеток наиболее продуктивных клонов 
(сектор 2, 5 и 6) готовили посевной материал. 

Содержание целевого белка в образцах био-
масс составило до 30±3%, при этом накопление 
рчГМ-КСФ составило 90‒120 мг на 1 л питатель-
ной среды. 

Как видно из табл. 1, дробное добавление ам-
пициллина в процессе ферментации позволило 
сохранить количество плазмидосодержащих кле-
ток в культуре, и тем самым ее продуктивность.

Получение телец включения
На электрофореграмме видно (рис. 1), что 

растворы, полученные в результате отмывок тел 
включения буфером А, содержащим 5 мМ ЭДТА 

(дорожка 1) и 0,5%-ный детергент тритон Х-100 
(дорожка 2) и чистым буфером А (дорожка 3), прак-
тически не содержали целевого белка, при этом в 
процессе отмывок удалось удалить значительное 
количество примесного белкового материала.

Для удаления примесей нуклеиновых кислот 
и липополисахаридов после 3-й отмывки тельца 
включения дополнительно промывали  0,1%-ным 

Та бл и ц а  1 
Содержание плазмидосодержащих клеток (Apr) популяции в ходе ферментации  
E. coli 20050/p280_2GM 
The content of plasmid-containing cells (Apr) of the population during the fermentation  
of E. coli 20050/p280_2GM

Продолжительность
роста, ч

Без добавления Ap С добавлением Ар в процессе ферментации
ОП550 Apr клетки, % ОП550 Apr клетки, %

0  0,18 ‒ 0,17 -
1 0,22 86 0,23 85
3* 0,40 81 0,41 82
4 0,55 80 0,54 82
5* 0,68 77 0,66 80
6 1,10 70 0,95 81
8 1,40 57 1,30 78
9 1,80 47 1,70 74

10,5 2,20 36 2,10 68

*Ферментация с дробным добавлением в питательную среду ампициллина в концентрации 100 мкг/мл (Fermentation with  
  fractional addition of ampicillin in a nutrient medium at a concentration of 100 µg/mL).

Рис.1. Электрофореграмма надосадочного раствора 
разрушенных клеток E. coli и отмывок телец вклю-
чения, а также экстракта целевого белка в 15%-ном 
ПААГ. 1 – раствор после разрушения клеток; 2 – 1-я 
отмывка; 3 – 2-я отмывка; 4 – 3-я отмывка; 5 – объ-
единенная отмывка; 6 – экстракт целевого белка из 
телец включения; 7 – состав конечного осадка после 
экстракции целевого белка

Fig.1. SDS-PAGE analysis (15%) of the results of 
washes of inclusion bodies, lanes: (1), solution after cell 
lysis; (2), wash № 1; (3), wash № 2; (4), wash № 3; (5), 
combined wash; (6), extract of the target protein from 
inclusion bodies; (7), the composition of the final pellet 
after the target protein extraction

1 2 3 4 5 6 7
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DEAE-декстраном и 0,2 М NaCl (по 50 мл) в бу-
фере А. Важно было, чтобы оптическая плотность 
ОП260 и ОП280 в надосадочной жидкости при по-
следней отмывке составляла менее 0,1 отн.ед/мл.

Для экстракции рчГМ-КСФ из телец включе-
ния было экспериментально выбрано значение 
рН буферного раствора, при котором происходит 
максимальное извлечение целевого белка при его 
минимальном загрязнении экстрагируемыми при-
месями. Экспериментально была определена кон-
центрация мочевины 6М при рН 8,3±0,3.

Осадок телец включения суспендировали 
в 50  мл буфера, содержащего 10 мМ трис-HCl, 
рН 8,3 и 6 М мочевину, до гомогенности в течение 
2 ч. Затем суспензию центрифугировали (20 000 g, 
50 мин, 4 °С) и собирали надосадочный раствор, со-
держащий целевой белок (рис. 1, дорожка 6), кото-
рый практически полностью экстрагировался в бу-
ферный раствор. Чистота белка достигала 70‒75 %.

Денатурация и ренатурация белка рчГМ-КСФ 
К полученному экстракту добавляли буфер-

ный раствор, содержащий 10 мМ трис-HCl, рН 8.0 
и 6М мочевину, до конечной концентрации белка 
1‒2 мг/мл. Для разрыва неправильно замкнутых 
дисульфидных связей в раствор вносили 2-мер-
каптоэтанол до конечной концентрации 20 мМ и 
инкубировали 18‒20 ч при температуре 20±2 °С.

Далее раствор денатурированного и восстанов-
ленного белка охлаждали на ледяной бане и до-
бавляли при интенсивном перемешивании девять 
объемов буфера А, содержащего 5 мМ ЭДТА, ох-
лажденного до 6±2 °С. Полученную смесь переме-
шивали при температуре (6±2) °С в течение 24±2 ч.

Хроматографическая очистка белка рчГМ-КСФ
Раствор ренатурированного белка центрифу-

гировали (10 000 g, 30 мин, 4 °С). Надосадочную 
жидкость разбавляли в 2 раза буфером А и нано-

сили на колонку (50 мл) с анионообменным сор-
бентом (DEAE-сефароза), уравновешенную тем 
же буфером. После нанесения раствора ренатури-
рованного белка колонку промывали буфером А. 
Белки, связавшиеся с сорбентом, элюировали гра-
диентом концентрации NaCI от 0 до 1 М в буфе-
ре А. Белок рчГМ-КСФ полностью сорбировался, 
и затем его элюировали с колонки при достиже-
нии концентрации соли в буфере 0,2‒0,3 М. Фрак-
ции с ОП280 выше 0,25 о.е. анализировали при по-
мощи электрофореза в денатурирующих услови-
ях в 15%-ном ПААГ. Объединенную фракцию, 
содержащую целевой белок, диализовали против 
1 л буфера А в течение ночи при 6±2 °С.

Для более полной очистки целевого белка рас-
твор наносили на соединенные последователь-
но колонки с катионообменным (CM-сефароза, 
25  мл) и анионообменным (Q-сефароза, 10  мл) 
сорбентами, уравновешенными буфером  А. 
После нанесения колонки промывали буфером А. 
Затем колонку с сорбентом CM-сефароза, на ко-
торую рчГМ-КСФ не сорбируется в этих усло-
виях (рН  8,0), отсоединяли, а белки, связавшие-
ся с сорбентом Q-сефароза, элюировали в линей-
ном градиенте концентрации NaCI от 0 до 1 М в 
буфере А. Фракции, с ОП280 выше 0,25 о.е. ана-
лизировали при помощи электрофореза в денату-
рирующих условиях в 15% ПААГ и содержащие 
белок рчГМ-КСФ, объединяли. Раствор высоко
очищенного белка диализовали против буфера А, 
содержащего 50  мМ NaCl. Полученный раствор 
белка подвергали стерилизующей фильтрации че-
рез фильтры с размером пор 0,22  мкМ и храни-
ли порциями при ‒18…‒20  °C. Суммарные дан-
ные по очистке (в %) и выходу рчГМ-КСФ(мг) из 
10 г биомассы приведены в табл. 2.

Из данных таблицы видно, что выход целево-
го белка с чистотой 98% составляет более 10 мг в 
пересчете на 1 г влажных клеток.

Та бл и ц а  2 
Данные по выходу из 10 г биомассы очищенного белка рчГМ-КСФ 

Yield of the protein rhGM-CSF in the process of purification from 10 g of biomass

Стадия очистки белка рчГМ-КСФ Раствор белка, мл
Суммарный белок Белок рчГМ-КСФ
мг/мл мг % мг

Солюбилизация 160 2,22 355,2 72,8 258,6
Денатурация 160 1,92 306,9 77,9 239,1
Ренатурация 2400 0,09 203,5 86,1 175,2
Хроматография белка на DEAE-сефарозе 198,8 0,60 119,3 93,8 111,9
Хроматография белка на Q-сефарозе 44,1 2,58 113,8 97,7 111,2
Диализ 44,2 2,46 108,7 98,0 106,6
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Чистоту и гомогенность субстанции белка 
рчГМ-КСФ определяли методом электрофореза 
в 15%-ном ПААГ с последующим сканировани-
ем дорожек геля и анализом данных в программе 
GelPro3.1 (рис. 2).

На электрофореграмме (рис. 2, дорожки 3, 4) 
видно, что подвижность полос белка, обработан-
ного 2-меркаптоэтанолом, снижается, вероятно, за 
счет разрыва дисульфидных связей и утраты ком-
пактной структуры, тогда как без обработки мер-
каптоэтанолом молекулы имеют замкнутые ди
сульфидные связи, более компактную структуру, 
которая позволяет им быстрее продвигаться в по-
рах ПААГ. Гомогенность полос белка при денсито-
метрическом анализе дорожек электрофореграммы 
без обработки меркаптоэтанолом свидетельствует 
о том, что все молекулы белка в процессе ренатура-
ции образуют правильно замкнутые внутримоле-
кулярные дисульфидные связи. Содержание моно-
мерной формы белка рчГМ-КСФ с молекулярной 
массой 15,2±0,5 кДа в редуцирующих условиях 
при окрашивании составляло не менее 98%.

Биологическую активность рчГМ-КСФ оце-
нивали по уровню стимуляции пролиферации 
клеток эритролейкоза человека TF-1, как описано 
в Условиях эксперимента. На рис. 3 показаны ре-

зультаты оценки гемостимулирующей активности 
рчГМ-КСФ (серии 1–3), полученные в результате 
проведения трех процессов выделения и очистки 
целевого белка.

Из рис. 3 видно, что значение ED50 для всех 
образцов препаратов составляет 0,3‒0,4 нг/мл. 
Это сопоставимо с литературными данными: для 
рекомбинантного белка рчГМ-КСФ диапазон зна-
чений ED50 составляет 0,1‒0,6 нг/мл ([5], http://sci-
store.ru/rostovye-faktory-i-citokiny/granulocitarno-
makrofagalnyy-kolonie-stimuliruyushchiy-faktor-
cheloveka-rhgm-csf-rekombinantnyy-belok.html).

Таким образом, показан способ получения 
субстанции рекомбинантного гранулоцитарно-ма-
крофагального колониестимулирующего факто- 
ра человека, состоящий из процессов наработки 
биомассы клеток штамма-продуцента, обогащен-
ных целевым белком до 30% от их суммарного со-
держания, выделения и очистки. Процесс выде-
ления и очистки включал следующие стадии: де-
зинтеграцию клеток ультразвуком, отмывку телец 
включения буферными растворами, солюбилиза-
цию ГМ-КСФ из телец включения 6М раствором 
мочевины, денатурацию с последующей ренату-
рацией молекул белка и очистку при помощи хро-
матографии на DEAE-сефарозе и совмещенной 
хроматографии на CM-сефарозе и Q-сефарозе с 
последующим диализом. Разработанный способ 
позволяет получить до 10 мг препарата с чисто-
той 98% из 1 г влажных клеток и высокой актив-
ностью, показанной на линии клеток эритролей-
коза человека.

Рис. 2. Электрофореграмма очищенного рчГМ-КСФ 
в 15%-ном ПААГ. Дорожки 1, 2 – 40 и 10 мкг бел-
ка, нередуцирующие условия (без 2-меркаптоэтано-
ла); 3, 4 – 10 и 40 мкг белка, редуцирующие условия 
(обработка 2-меркаптоэтанолом); М –маркер моле-
кулярной массы

Fig. 2. Electrophoregram of purified rhGM-CSF in 15% 
polyacrylamid gel. Lanes 1, 2 ‒ 40 and 10 μg of protein, 
non-reducing conditions (without mercaptoethanol); 3, 
4 ‒ 10 and 40 μg of protein, reducing conditions (treat-
ed with mercaptoethanol); M ‒ molecular weight pro-
tein markers
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Рис. 3. Зависимость уровня пролиферации кле-
ток эритролейкоза человека TF-1 от концентрации 
рчГМ-КСФ после каждой из трех серий (1‒3) 

Fig. 3. Dependence of the level of proliferation of hu-
man erythroleukemia TF-1 cells on the concentration of 
three series (1‒3) of rhGM-CSF



73Биотехнология, 2019, Т. 35, № 3

СПОСОБ ПОЛУЧЕНИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО ГРАНУЛОЦИТАРНО-МАКРОФАГАЛЬНОГО

Работа проводилась в рамках выполнения 
темы государственного задания «Отработка тех-
нологии препаративной наработки и очистки ре-
комбинантных белков» № 13/18.
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Abstract–A suggested method for obtaining recombinant human granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) includes the accumulation of the producer strain biomass enriched with 
the target product up to 30% of total protein content, its isolation and purification. The later consists 
of the following stages: ultrasound cell disintegration, washing of inclusion bodies with buffer 
solutions, GM-CSF solubilization from inclusion bodies by 6 M urea, denaturation–renaturation 
of protein molecules and purification by chromatography on DEAE-Sepharose and combined 
chromatography on CM-Sepharose and Q-Sepharose followed by dialysis. The proposed method 
makes it possible to yield up to 10 mg of the protein preparation from 1 g of wet cells with the purity 
of 98% and high activity shown on the human erythroleukemia cell line.

Key words: granulocyte-macrophage colony-stimulating, GM-CSF, producer strain, cultivation, 
chromatographic purification.
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