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Альфа�фетопротеин (АФП) является основным
сывороточным белком, характерным для эмбрио�
нального периода развития человека [1]. В норме в
постэмбриональный период развития АФП отсут�
ствует в сыворотке крови. Появление этого белка в
этот период в сыворотке крови человека указывает
на развитие различных опухолевых заболеваний
(первичный рак печени, тетракарцинома и пр.)
[2, 3]. Методом электронной микроскопии была
продемонстрирована трехдоменная организация
молекулы АФП [4]. Данный белок проникает в клет�
ку с помощью рецепторопосредованного эндоцито�
за [5]. Белок, играющий роль рецептора для АФП
(РАФП), также является онкофетальным белком: он
экспрессируется во многих видах раковых клеток,
но не в нормальных клетках организма в постэмбри�
ональный период [6, 7]. Существуют данные о том,
что конъюгаты природного АФП с цитостатиками
избирательно ингибируют рост раковых клеток in vi�
vo и in vitro [8–10]. Таким образом, наличие специ�
фического взаимодействия АФП со своим рецепто�
ром позволяет создавать на основе АФП конъюгаты
с цитостатиками для их адресной доставки к рако�
вым клеткам. Такие конъюгаты могут быть исполь�

зованы для создания новых противораковых ле�
карств, практическое применение которых может
значительно улучшить противораковую терапию.

Участок связывания АФП с рецептором нахо�
дится в третьем домене [11], поэтому для целевой
доставки лекарств достаточно использовать реком�
бинантный третий домен АФП (rAFP3D) вместо
полноразмерного белка. Ранее нами была создана
высокоэффективная система для продукции
rAFP3D в клетках Escherichia coli [12]. Рекомбинант�
ный третий домен продуцировался в тельца вклю�
чения (ТВ), поэтому для получения функционально
активного белка необходимо проводить его ренату�
рацию [13, 14]. Для практического использования
данного белка в крупных масштабах необходимо,
чтобы методика его получения была высокоэффек�
тивной и с минимальной затратой материалов.
Процедура ренатурации третьего домена значи�
тельно усложняется тем, что данный белок является
гидрофобным и содержит большое количество
S–S�связей. Поэтому разработка эффективной ме�
тодики ренатурации является основной трудностью
при получении функционального рекомбинантно�
го третьего домена АФП.

Во время ренатурации образуются частично
свернутые белковые молекулы, агрегация которых
значительно снижает эффективность процесса.
Таким образом, основная задача заключается в
сведении к минимуму взаимодействия между та�
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С�концевой фрагмент человеческого онкофетального белка альфа�фетопротеина (АФП) может
быть использован для адресной доставки цитостатиков к раковым клеткам многих видов опухолей.
Фрагмент АФП (с 404 по 595 аминокислотный остаток полноразмерного белка) был клонирован и
продуцирован в клетках Escherichia coli, штамм BL21 (DE3) в виде телец включения. Для получения
функционально активного белка необходимо проводить его ренатурацию. Процедура ренатурации
третьего домена АФП (rAFP3D) значительно усложняется тем, что данный белок является гидро�
фобным и содержит большое количество S–S�связей. Была разработана методика ренатурации
rAFP3D иммобилизованного на кремниевой металло�хелатной смоле. Выход ренатурированного
С�концевого фрагмента составил не менее 60% с чистотой порядка 98%. Разработанная методика
была впервые применена для гидрофобного белка с большим количеством S–S�связей. Данный
подход может быть применен для эффективной ренатурации других гидрофобных белков с боль�
шим количеством дисульфидных связей для научных и практических целей. 
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Принятые сокращения: АФП – альфа�фетопротеин человека;
РАФП – рецептор альфа�фетопротеина; ТВ – тельца включе�
ния; rAFP3D – рекомбинантный третий домен альфа�фето�
протеина; LB – среда Лаурия⎯Бертани; ФСБ – фосфатно�со�
левой буфер; КД – круговой дихроизм; УЗ – ультразвук.
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кими интермедиатами в этом процессе. Традици�
онно для этого проводят ренатурацию методом
разбавления, т.е. при очень низкой концентрации
белка [15]. К сожалению, в большинстве случаев
такой подход не обеспечивает эффективную рена�
турацию гидрофобных и содержащих большое ко�
личество дисульфидных связей белков [16].

Альтернативным подходом к сворачиванию
белков in vitro является сворачивание белков, им�
мобилизованных на твердой фазе. Суть метода
состоит в том, что денатурированный белок им�
мобилизуют на смоле и затем ренатурируют, уда�
ляя денатурант. Таким образом, в процессе рена�
турации молекулы белка изолированы друг от
друга и вероятность их агрегации уменьшается.
Широко используемой разновидностью ренату�
рации на твердой фазе является ренатурация бел�
ка, иммобилизованного на металло�хелатной
смоле. Преимуществом данного метода является
то, что белок иммобилизован за счет гистидино�
вого тага, при этом вся белковая молекула может
свободно колебаться в растворе во время ренату�
рации. В то же время гидрофобные взаимодей�
ствия между частично свернутыми белковыми
молекулами сведены к минимуму. 

При ренатурации белков на смоле чаще всего ис�
пользуются матрицы на основе углеводов (агароза,
декстроза и пр.). Установлено, что при ренатурации
полноразмерного АФП на агарозной смоле боль�
шая часть белка необратимо связывалась с матри�
цей и не элюировалась [17]. Использование в каче�
стве основы для матрицы оксида кремния, как бо�
лее инертного материала, возможно, позволило бы
снизить необратимое связывание белковых моле�
кул со смолой во время ренатурации. 

Цель исследования – разработка эффективной
методики ренатурации иммобилизованного тре�
тьего домена АФП, пригодной для ее практиче�
ского применения. 

МЕТОДИКА

Создание конструкции для продукции третьего
домена АФП (rAFP3D) в Escherichia сoli. Из линии
клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека
HepG2, экспрессирующих белок АФП, была вы�
делена тотальная мРНК [18]. Для создания кон�
струкции были использованы стандартные моле�
кулярно�генетические методики [19]. С помощью
реакции обратной транскрипции была синтези�
рована кДНК, кодирующая полноразмерный бе�
лок АФП, которую использовали в качестве мат�
рицы для получения фрагмента гена, кодирующе�
го С�концевой фрагмент белка (остатки 404–595
полноразмерного АФП) – rAFP3D.

В нуклеотидной последовательности, кодиру�
ющей rAFP3D, был заменен тандем кодонов

AGG, кодирующих Арг508 и Арг509, на изоак�
цепторные кодоны CGT и CGC.

При амплификации итоговой нуклеотидной
последовательности rAFP3D были использованы
следующие праймеры (5'–3'):

GGGAATTCCATATGTACATCCAGGAGAGC�
CAAGCATT (прямой ) содержит сайт расщепле�
ния рестриктазы NdeI (выделено курсивом), за
которым следует последовательность нуклеоти�
дов, представляющая 5'�конец С�концевого
фрагмента АФП;

AAGAATGTCGACTTAGTGATGGTGATGGTG�
ATGGTGCTCTTCAGCAAAGCAGACTTCCT (обрат�
ный) был сконструирован так, что после 23 основа�
ний, комплементарных последовательности 3'�кон�
ца С�концевого фрагмента АФП (выделено жир�
ным шрифтом), следовала последовательность,
кодирующая 7 гистидинов, комплиментарный
стоп�кодону триплет TTA и сайт расщепления ре�
стриктазы SalI (выделен курсивом).

Полученная нуклеотидная последовательность
была клонирована в модифицированную плазмиду
pET11c (“Novagen”, Германия): в полилинкер ком�
мерческой плазмиды были добавлены сайты рас�
щепления рестриктаз SmaI, KpnI, XhoI, SalI [19].

Продукция rAFP3D. Полученную плазмиду, со�
держащую модифицированную последователь�
ность, кодирующую rAFP3D, трансформировали в
клетки E. coli штамма BL21(DE3) (E. coli B F– dcm
ompT hsdS(rB� mB�) gal λ(DE3) (“Novagen”, Герма�
ния)). Продукцию белка индуцировали добавлени�
ем изопропил�β�D�тиогалактопиранозида (“Sigma�
Aldrich”, США) в конечной концентрации 0.4 мМ.
Продукцию проводили при температуре 37°С в те�
чение 3 ч в среде LB (“Sigma�Aldrich”, США) с ам�
пициллином (“Sigma�Aldrich”, США). Индуктор
добавляли при оптической плотности культуры
0.5–0.6 D600 [19].

После продукции клетки осаждали центрифу�
гированием и осадок хранили при –20°С.

Выделение и очистка телец включения. Осадок
клеток после индукции ресуспендировали в фос�
фатно�солевом буфере (ФСБ – 1.7 мМ KH2PO4,
5.2 мМ Na2HPO4, 150 мМ NaCl, pH 7.4) дополни�
тельно содержащем 0.1 M NaCl и 1 мМ 4�(2�ами�
ноэтил) бензол�сульфонилфторид (“Melford
Lab.”, США) при комнатной температуре. Сус�
пензию обрабатывали ультразвуком (УЗ) 2 раза по
40 с при 0°С. После этого добавляли Тритон Х�100
до конечной концентрации 1% и снова обрабаты�
вали УЗ при тех же условиях. Суспензию центри�
фугировали в течение 10 мин при 12000 g (“Beck�
man”, JA�14, Германия). Осадок ресуспендирова�
ли в ФСБ, pH 7.4, дополнительно содержащем
0.1 M NaCl и 0.1%�ный дезоксихолат натрия, и
обрабатывали УЗ в течение 40 с при 0°С. Суспен�
зию центрифугировали в течение 10 мин при
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12000 g. Осадок ресуспендировали в ФСБ, pH 7.4,
и вновь центрифугировали, как описано выше.

Полученный осадок телец включения хранили
при –20°С.

Ренатурация rAFP3D, иммобилизованного на
кремниевой металло�хелатной смоле. В качестве
носителя использовалась кремниевая смола His�
Link (“Promega”, США). Осадок телец включения
ресуспендировали в солюбилизирующем буфере
(0.05 M Na3BO3, pH 8.6, содержащем 8 M мочеви�
ну, 12 мМ β�меркаптоэтанол и 10 мМ имидазол).
Раствор инкубировали в течение 5 ч при комнат�
ной температуре при постоянном перемешива�
нии до полного растворения осадка. Суспензию
центрифугировали 15 мин при 13000 g и 7°C. На
смолу HisLink, уравновешенную тем же буфером,
наносили супернатант и инкубировали минимум
30 мин при комнатной температуре. Смолу про�
мывали 3 раза по 10 объемов в течение 10 мин
ФСБ, рН 8.0, содержащим 8 М мочевину, 12 мМ
β�меркаптоэтанол и 10 мМ имидазол. К смоле до�
бавляли 10�кратный избыток ренатурирующего
буфера, содержащего 10 мМ имидазол, и инкуби�
ровали в течение 4 ч при постоянном перемеши�
вания при 4°С. Белок элюировали 2 раза в тече�
ние 10 мин 1 объемом ФСБ, рН 8.0, содержащего
800 мМ имидазол, при 4°С. При необходимости
белок диализовали против 1000�кратного избыт�
ка ФСБ, рН 8.0, при 4°С в течение ночи. 

Ренатурированный белок хранили при –20°С.
Выделение и очистка rAFP3D с помощью метал�

ло�хелатной хроматографии на агарозной Ni�NTA
смоле. Осадок телец включения после очистки
растворяли в солюбилизирующем буфере (0.05 M
Na3BO3 pH 8.6, содержащем 8 M мочевину и
12 мМ β�меркаптоэтанол). Раствор инкубирова�
ли в течение 5 ч при комнатной температуре при
постоянном перемешивании до полного раство�
рения осадка. Суспензию центрифугировали
15 мин при 13000 g и 7°C. 

На смолу Ni�NTA (“Qiagen”, США), уравнове�
шенную солюбилизирующим буфером, наносили
супернатант и инкубировали 1 ч при комнатной
температуре. Смолу промывали 30 объемами
ФСБ, pH 8.0, содержащего 8 M мочевину и 15 мМ
имидазол. Белок элюировали ФСБ, pH 8.0, содер�
жащим 8 M мочевину и 0.3 М имидазол.

Ренатурация очищенного rAFP3D методом
быстрого разбавления. Очищенный rAFP3D (1–
2 мг/мл) ренатурировали быстрым разбавлением
при постоянном перемешивании в 100�кратном
избытке ренатурирующего буфера (ФСБ, pH 8.0,
5 мМ глутатион восстановленный, 1 мМ глутати�
он окисленный) до конечной концентрации
0.01–0.02 мг/мл и инкубировали в течение 2 сут
при 4°С при постоянном перемешивании. Далее
в ренатурирующий буфер с белком вносили смолу
Ni�NTA (на 5 мг белка 1 мл смолы), уравновешен�

ную ренатурирующим буфером, и инкубировали
еще 1 сут при перемешивании и 4°С. После этого
смолу переносили в колонку, промывали ФСБ,
pH 8.0, и элюировали тем же буфером, содержа�
щим 300 мМ имидазол. Далее раствор ренатури�
рованного белка диализовали против ФСБ,
pH 8.0, при 4°С в течение 1 сут.

Ренатурированный белок хранили при –20°С.
Содержание белка в пробах определяли денси�

тометрией ДДС–ПААГ электрофореграмм с по�
мощью программного обеспечения OnedScan
(“Stratagene”, США). Использовали белковые
маркеры молекулярных масс (“Fermentas”, Лит�
ва) для оценки относительной электрофоретиче�
ской подвижности исследуемого белка.

Определение свободных сульфгидрильных
групп. Свободные сульфгидрильные группы
определяли после процедуры ренатурации по ме�
тоду Эллмана [20]. 

Аналитическая хроматография. Гель�фильтрацию
проводили на приборе Breeze (“Waters”, США), на
колонке BioSuite 450 HR SEC 7.8 × 300 мм в ФСБ,
pH 7.4, при скорости потока 1 мл/мин с детекци�
ей белка при 280 нм. В качестве стандартов моле�
кулярной массы использовали (М, кДа): ферри�
тин (440), бычий сывороточный альбумин (134 и
67 для димера и мономера соответственно), белок
человека CD81 (30), лизоцим (14).

Хроматографию в обращенной фазе осуществ�
ляли на приборе Breeze (“Waters”, США), на ко�
лонке Symmetry300 C4 5 mm 3.9 × 150 мм, в линей�
ном градиенте ацетонитрила (0–100%, 60 мин) с до�
бавлением 0.1% трифторуксусной кислоты при
скорости потока 0.5 мл/мин с детекцией белка
при 214 и 280 нм.

Круговой дихроизм. Исследование вторичной
структуры ренатурированного белка проводили с
использованием спектроскопии КД на спектропо�
ляриметре “JASCO�810” (Япония) в диапазонах
длин волн от 190  до 250 нм. Значения молярной эл�
липтичности рассчитывали из уравнения: [θ] =
= [θ]изм Мост/(LC), в котором С – концентрация бел�
ка (мг/мл), L – длина оптического пути кюветы
(мм), [θ]изм – измеренная эллиптичность (градусы)
и Мост – средняя молекулярная масса остатка пепти�
да (Да), рассчитанная из его аминокислотной после�
довательности. Измерения проводили в 1 мм кювете
при концентрации белка 0.03 мг/мл в ФСБ, pH 7.4.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Первоначально для ренатурации rAFP3D ис�
пользовали смолу Ni�NTA, с помощью которой
проводили очистку белка в предыдущей работе
[12]. К сожалению, белок после ренатурации не
элюировался со смолы высокими концентрация�
ми имидазола ни в нативных буферах, ни в рас�
творах с добавлением денатурирующих агентов.
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Исходя из этого, можно заключить, что в процес�
се ренатурации молекулы белка необратимо свя�
зывались с углеводной матрицей смолы – агаро�
зой. Известно, что агароза – это полимер, состоя�
щий из дисахаридов, т.е. достаточно реакционно�
активный материал. Возможно, что в процессе
ренатурации несвернутые белковые молекулы
связываются с агарозной матрицей посредством
гидрофобных связей и/или реакционно�способ�
ных групп (SH�, NH2� и т.д.), и поэтому впослед�
ствии не элюируются со смолы. 

Другим широко используемым носителем в ка�
честве основы для смол может служить силикагель.
По сравнению с агарозой, силикагель является хи�
мически инертным материалом. Для ренатурации
rAFP3D была использована смола на основе сили�
кагеля HisLink. Состав ренатурирующего буфера
был такой же, как при ренатурации разбавлением
(см. Методика).

Белок в концентрации 1 мг/мл ренатурирова�
ли на смоле в течение 1–24 ч. Наилучший выход
ренатурированного белка составил 60% после 4 ч
инкубации. Чистота ренатурированного белка
составила не менее 98% (рис. 1). По результатам
ДДС–ПААГ�электрофореза при нанесении 1 мг
белка весь материал связывался со смолой. В
элюате после ренатурации анализ показывал на�
личие 0.6 мг белка. Основные потери rAFP3D
происходили в результате необратимого связыва�
ния со смолой в процессе ренатурации. 

Принято считать, что при ренатурации белка на
смоле, упакованной в колонку, увеличение количе�
ства наносимого белка коррелирует с уменьшением
выхода ренатурации из�за большей агрегации бел�
ковых молекул [21]. Причиной этого может быть
неравномерное распределение белковых молекул
на колонке в процессе нанесения. Локальное повы�
шение концентрации белка в какой�либо части ко�

лонки может способствовать агрегации при перево�
де в ренатурирующие условия и тем самым умень�
шать выход ренатурированного белка [17]. Было
изучено влияние количества нанесенного белка на
выход ренатурации. Разные количества rAFP3D
(0.5–10.0 мг) наносили на один и тот же объем смо�
лы (1 мл) и ренатурировали при одинаковых усло�
виях (см. Методика). Выход ренатурации не зависел
от количества нанесенного белка в исследуемом
диапазоне и составлял 60–65%. Такой результат
можно объяснить тем, что при взаимодействии бел�
ка со смолой в пробирке его распределение проис�
ходит более равномерно, чем при нанесении на
смолу, упакованную в колонку. Как следствие, вы�
ход ренатурации не зависит от количества нанесен�
ного белка.

Рассчитанная по времени выхода с колонки при
проведении гель�фильтрации молекулярная масса
rAFP3D составила 26 кДа, что близко к теоретиче�
ской. Высокомолекулярные формы и агрегаты от�
сутствовали в детектируемых количествах (рис. 2).
При проведении хроматографии в обращенных фа�
зах в препарате определялся только один пик
(рис. 3). Это подтверждает гомогенность выделен�
ного препарата белка. В препарате полученного
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Рис. 1. Электрофоретический анализ (ДДС�ПААГ�
электрофорез) rAFP3D до (2) и после (3) ренатура�
ции; 1 – белковые маркеры молекулярных масс. 
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Рис. 2. Гель�фильтрация ренатурированного rAFP3D
в ФСБ. Во вставке представлена зависимость време�
ни выхода от молекулярного веса белковых стандар�
тов молекулярной массы: 1 – ферритин (440 кДа), 2 и
3 – бычий сывороточный альбумин, димерная
(134 кДа) и мономерная (67 кДа) формы, 4 – челове�
ческий CD81 (30 кДа), 5 – лизоцим (14 кДа). Стрел�
кой обозначено время выхода rAFP3D.
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белка отсутствовали свободные сульфгидрильные
группы (определяли по методу Эллмана). 

Вторичная структура ренатурированного
rAFP3D была проанализирована методом КД
(рис. 4). Анализ показал, что вторичная структура
ренатурированного белка состоит преимуще�
ственно из α�спиралей, так как профиль КД име�
ет ярко выраженные пики на 199, 208 и 222 нм.
Полученный профиль КД сходен с результатами
анализа полноразмерного природного АФП и

функционально активного rAFP3D, ренатуриро�
ванного разбавлением [12, 22]. 

Вышеизложенные результаты позволяют
предположить, что ренатурированный rAFP3D
образовал пространственную структуру, соответ�
ствующую таковой в природном АФП.

Для сравнения разных способов ренатурации
rAFP3D в качестве контроля была проведена ре�
натурация разбавлением. Концентрация белка
при ренатурации составила 0.01–0.02 мг/мл, вы�
ход ренатурированного белка составил 50% с чи�
стотой порядка 95%. 

Выходы белка при ренатурации на смоле и раз�
бавлением были близки и составили 60 и 50% соот�
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Рис. 3. Хроматография в обращенных фазах ренату�
рированного rAFP3D. Оптическую плотность изме�
ряли при 214 (а) и 280 (б) нм. Хроматографию осу�
ществляли в линейном градиенте ацетонитрила
(0–100%, 60 мин) с добавлением 0.1% трифторуксус�
ной кислоты при скорости потока 0.5 мл/мин.
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Рис. 4. Спектр кругового дихроизма ренатурирован�
ного rAFP3D.

Сравнение экспериментальных параметров ренатурации на смоле и ренатурации разбавлением

Экспериментальный параметр Смола Разбавление

Исходное количество rAFP3D, мг 1 1

Объем ренатурирующего буфера, мл 10 100

Время ренатурации, ч 4 48

Концентрация rAFP3D при ренатурации, мг/мл 0.1 0.01

Выход ренатурированного rAFP3D, %* 60 50

Чистота ренатурированного rAFP3D, %* 98 95

Продуктивность ренатурации (мг мл–1 ч–1) 0.015 0.01 × 10–2

* Определяли денситометрией электрофореграмм с помощью программы OnedScan (“Stratagen”, США).
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ветственно. Основные различия заключались в не�
обходимом времени ренатурации и количестве ре�
натурирующего буфера (таблица). Поэтому с точки
зрения практического получения белка более адек�
ватным будет сравнение продуктивности ренатура�
ции, которая определялась по уравнению:

(1)

где P – продуктивность ренатурации (мг мл–1 ч–1),
Y – выход ренатурированного белка, %, M – ис�
ходное количество белка, взятого для ренатура�
ции, мг, V – объем ренатурирующего буфера, мл,
t – время ренатурации, ч.

Значительное превосходство продуктивности
ренатурации на смоле по сравнению с ренатура�
цией разбавлением объясняется меньшим време�
нем инкубации и меньшим объемом ренатуриру�
ющего буфера (таблица). При этом чистота белка
после ренатурации на смоле была выше, чем при
ренатурации разбавлением. Необходимость кон�
центрировать и дополнительно очищать белок
после ренатурации разбавлением вносит опреде�
ленные трудности в процесс получения функцио�
нального белка. 

Результаты свидетельствуют о том, что ренатура�
ция rAFP3D иммобилизованного на смоле по
продуктивности значительно превосходит рена�
турацию методом разбавления. Данный способ
ренатурации впервые применен с высокой эф�
фективностью для гидрофобного белка с большим
количеством дисульфидных связей. Основа смолы,
на которой иммобилизовали белок для ренатура�
ции, имела огромное влияние на эффективность
процедуры. Использование смолы на основе сили�
кагеля, вместо традиционно используемых агароз�
ных смол, позволило значительно улучшить эффек�
тивность ренатурации (от практически 0 до 60%).
Использование такой смолы на основе силикагеля
для ренатурации иммобилизованных белков, по
свойствам сходных с rAFP3D, т.е. гидрофобных и
содержащих большое количество дисульфидных
связей, может позволить расширить спектр как ис�
следуемых в науке белков, так и применяемых для
практических целей.

Приносим благодарность Б.С. Мельнику за
измерение спектров кругового дихроизма.

Работа была поддержана грантом РФФИ
(№ 09�04�12281�офи_м). 
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Abstract—C�terminal fragment of a human oncofetal alpha�fetoprotein (AFP) may be used in targeted cyto�
statics delivery to malignant cells of many tumors. AFP fragment (from 404 to 595 amino acids residues of a
full�sized protein) was cloned and produced in Escherichia coli cells, BL21 strain (DE3) in the form of inclu�
sion bodies. To obtain a functionally active protein, is it necessary to renature the protein. The renaturation
procedure of the AFP third domain (rAFP3D) is considerably complicated by the fact that the protein is
hydrophobic and contains a large number of S–S bonds. A renaturation technique of rAFP3D immobilized
on silicic metal chelate resin has been developed. The yield of renatured C�terminal fragment was no less than
60% with purity on the order of 98%. The developed technique has been applied for the first time for hydro�
phobic protein with a large number of S–S bonds. The approach can be applied for efficient renaturation of
other hydrophobic proteins with a large number of disulfide bonds for scientific and practical purposes.
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