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Быстрое развитие биотехнологии способство�
вало созданию множества систем гетерологичной
экспрессии, позволяющих получать различные
эукариотические белки с заданными свойствами
в количествах, достаточных для их успешного
применения как в научной работе, так и в меди�
цинской практике [1, 2]. Поскольку большую
часть биотехнологических лекарственных средств
представляют белковые молекулы, то необходи�
мым условием их применения является сохране�
ние биологической активности и максимально
возможная очистка препарата от примесных бел�
ков, которые могут вызвать нежелательные по�
бочные эффекты. 

Использование продуцентов, секретирующих
рекомбинантные белки, существенно упрощает
их очистку. Ранее в лаборатории биохимической
генетики кафедры генетики и селекции СПбГУ
был получен штамм дрожжей P. pastoris, секрети�
рующий в культуральную среду биологически ак�
тивный гибридный рекомбинантный белок Аль�
бурон16 (86 кДа), состоящий из альбумина чело�
века и лейкоцитарного интерферона�α16 [3]. 

Цель исследования – разработка методов, поз�
воляющих получать биологически активный пре�
парат Альбурона16 из культуральной среды дрож�
жей, как в лабораторных, так и в промышленных
масштабах. 

МЕТОДИКА

Штамм дрожжей Pichia pastoris GS115AbN16
[4] был создан на основе штамма дрожжей Pichia
pastoris GS115 (“Invitrogen”, США). Фенотип
штамма: His+Muts, His–, His+ – ауксотрофность и
прототрофность по гистидину, Muts – замедлен�
ная скорость роста на среде с метанолом по срав�
нению со штаммом дикого типа – Mut+.

Условия культивирования штаммов. Для выращи�
вания дрожжей P. pastoris штамма GS115AbN16 ис�
пользовали жидкие среды BMG и BMG2, содер�

жащие (г/л дистиллированной воды): дрожжевой
экстракт – 10.0; KH2PO4 – 3.75, K2HPO4 ⋅ 3H2O –
12.0, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.5, CaSO4 ⋅ 2H2O – 0.4,
(NH4)2SO4 – 3.0; (мг/л): FeSO4 ⋅ 7H2O – 16.25,
СuSO4 ⋅ 5H2O – 1.5, ZnSO4 ⋅ 7H2O – 0.5, MnSO4 ⋅
H2O – 0.75; биотин – 50.0; глицерин – 10 мл; пеп�
тон – 20.0 г (только в среде BMG).

Для индукции экспрессии гена, находящегося
под контролем промотора гена AOX1, дрожжевые
клетки переносили в среду BМM или BMM2, ко�
торые, в отличие от сред BMG и BMG2 соответ�
ственно, содержали в качестве источника углеро�
да метанол в концентрации 0.5%. 

Концентрацию белка определяли по методу
Брэдфорд [5]. 

Электрофорез белков в ПААГ в присутствии
додецилсульфата натрия (Na�ДДС) проводили по
методу Лэммли [6]. Для определения молекуляр�
ной массы исследуемых белков в одну из лунок
геля наносили пробу с маркерными белками
(“Unstained molecular weight marker”, “Fermen�
tas”, Литва): β�галактозидаза – 116.0 кДа; бычий
сывороточный альбумин – 66.2 кДа; овальбумин –
45.0 кДа; лактатдегидрогеназа – 35.0 кДа; эндо�
нуклеаза рестрикции Bsp98I – 25.0 кДа; β�лакто�
глобулин – 18.4 кДа; лизоцим – 14.4 кДа. 

Для подтверждения того, что секретируемый
белок размером 86 кДа является химерным бел�
ком Альбуроном16, проводили иммуноблоттинг с
антителами к ИФН�α2 и HSA по стандартной ме�
тодике. Для анализа электрофореграмм исполь�
зовали компьютерную программу “ImageJ1.32”
(URL: http:rsb.info.nih.gov/ij/).
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Гель�фильтрацию на Sephacryl S�200 (“GE
Healthcare”, США) проводили в 20 мМ натрий�
ацетатном буфере, рН 5.5 и 50 мМ натрий�фос�
фатном буфере, рН 7.0. Гель�фильтрацию на Bio�
Rad P�300 (“BioRad”, США) проводили в 20 мМ
натрий�ацетатном буфере, рН 5.5; в отдельных
экспериментах буфер дополнительно содержал
0.05% твин�20 или 0.05% ДДС. Гель�фильтрацию
на сефадексе G�25 проводили в 50 мМ буфере
трис�HCl, pH 7.5; фосфатном буфере, рН 6.5, и
50 мМ натрий�ацетатном буфере, рН 5.5. Хрома�
тографию на голубой сефарозе Cibacron F3GA
(“Polysciences”, Германия) проводили в 20 мМ на�
трий�ацетатном буфере, рН 5.5; белки элюирова�
ли последовательно 200 и 500 мМ KSCN в старто�
вом буфере и 50 мМ трис�HCl, pH 8.5. 

Ионообменную хроматографию (ИОХ) на
ДЭАЭЦ проводили в 50 мМ натрий�фосфатном
буфере, рН 7.0; элюцию химерного белка осу�
ществляли 0.35 М NaCl в стартовом буфере. Хро�
матографию на фенил�сефарозе CL�4B проводи�
ли в 50 мМ натрий�фосфатном буфере, pH 7.0, с
добавлением сульфата аммония до конечной кон�
центрации 1.5 M, после чего проводили ступенча�
тую элюцию белков 1.0 затем 0.5 М сульфатом ам�
мония в стартовом буфере, стартовым буфером и
30%�ным изопропиловым спиртом (ИПС). Рас�
твор с химерным белком после элюции с фенил�
сефарозы диализовали против 20 мМ натрий�аце�

татного буфера, рН 5.5. Разделение белков на
Sephacryl S�200 и BioRad P�300 проводили на ко�
лонках Spectra/Chrom® (2.5 см × 60 см). Объем
пробы составлял 1/40–1/50 объема колонки, ско�
рость потока 20 см/ч. Гель�фильтрацию на сефа�
дексе G�25 проводили на колонке Spectra/Chrom®
(1.5 см × 20 см), объем пробы составлял 1/5–
1/6 объема колонки, скорость потока – 30 см/ч. 

Хроматографию на голубой сефарозе проводи�
ли на колонке Spectra/Chrom® (0.6 × 15 см), ско�
рость потока – 5 см/ч. Хроматографию на фенил�
сефарозе CL�4B проводил на колонке Spectra/
Chrom® (0.6 × 15 см), скорость потока – 30 см/ч.
ИОХ проводили на колонке Spectra/Chrom (5 ×
× 30 см), скорость потока – 20 см/ч. Биологиче�
скую активность Альбурона16 определяли по по�
давлению цитопатической активности вируса ве�
зикулярного стоматита в первичной культуре L�41
кожно�мышечной ткани эмбрионов человека, чув�
ствительной к ИНФ α�типа [7]. В качестве стандар�
та использовали человеческий лейкоцитарный ин�
терферон ОСО 42�28�90�87 (ГИСК им. Л.А. Тара�
севича, Москва).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исходя из предполагаемых свойств гибридно�
го белка, которые, как мы полагали, будут глав�
ным образом определяться свойствами альбуми�
на, мы разработали схему очистки Альбурона16
из культуральной среды BMM, которая позволи�
ла нам получить препарат рекомбинантного хи�
мерного белка, свободного от основной массы
примесных белков (рис. 1): ультрафильтрация →
→ осаждение → гель�фильтрация на Sephacryl S�
200 → хроматография на голубой сефарозе →
→ гель�фильтрация на сефадексе G�25. 

Несмотря на 90% очистку белка от примесей и
хороший выход (∼75%), удельная биологическая
активность Альбурона16 сильно уменьшалась
(табл. 1). Известно, что рекомбинантные ИФН�α
и сшитые с альбумином белки образуют агрегаты,
в основном, за счет гидрофобных взаимодей�
ствий. Для предотвращения агрегации химерного
белка Альбутропина (альбумин�гормон роста че�
ловека) в процессе культивирования использова�

1 2

Рис. 1. Электрофореграмма белков после хроматогра�
фии на голубой сефарозе. 1 – элюция 1 М KSCN; 2 –
маркеры молекулярной массы. Стрелкой отмечен хи�
мерный белок Альбурон16.

Таблица 1. Очистка Альбурона16  из культуральной среды BMM

Стадии очистки Объем, мл Суммарный 
белок, мг

Биологическая 
активность, МЕ/мл

Удельная биологическая 
активность, МЕ/мг белка

Культуральная среда BMM 1000 90.0 2000 22200

Ультрафильтрация

и осаждение 75% сульфата аммония 20 33.0 317000 576000

Гель�фильтрация на Sephacryl S�200 80 9.8 15000 101000

Хроматография на Cibacron F3GA 10 3.5 7000 65000
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ли твин�20 и твин�80 [8–10]. Мы предположили,
что агрегация может быть основной причиной
снижения биологической активности химерного
белка Альбурона16. Для проверки этого предпо�
ложения провели фракционирование Альбуро�
на16 на биогеле BioRad P�300 в присутствии раз�
личных детергентов. Фракционирование в при�
сутствии ионного детергента (ДДС) приводило к
уменьшению первого пика, соответствующего аг�
регированным молекулам белка, что свидетель�
ствовало о разобщении белковых агрегатов. До�
бавление неионного детергента (твин�20) в старто�
вый буфер способствовало еще большей агрегации
белка, о чем свидетельствовало уменьшение объ�
ема элюции Альбурона16 (рис. 2). 

Разное поведение химерного белка было обу�
словлено свойствами использованных детерген�
тов. Известно, что неионные детергенты, такие как
тритон X�100 и твин�20, являются детергентами
мягкого типа [11]. Напротив, ионные детергенты
обладают сильной растворяющей способностью. В
присутствии ДДС возрастала биологическая актив�
ность химерного белка. При этом активность была
максимальной при pH 5.5 (табл. 2), что согласова�
лось с данными о влиянии состава буфера на ста�
бильность и биологическую активность рекомби�
нантного ИФН�α16 [12]. Полученные результаты
подтвердили предположение о том, что агрегация
химерного белка, обусловленная гидрофобными
взаимодействиями, приводит к снижению биоло�
гической активности. 

Возможно, использование высоких концен�
траций сульфата аммония для высаливания хи�
мерного белка Альбурона16 могло способство�
вать обнажению “отдаленных” гидрофобных
участков белка, их взаимодействию друг с другом
и агрегации, поэтому для предотвращения агрега�
ции рекомбинантного химерного белка и сохра�
нения его активности мы использовали другой
метод осаждения. Известно, что ИНФ�α/β хоро�

шо осаждаются ПЭГ 3350. Основным эффектом,
приводящим к осаждению белков органическими
растворителями (этиловый спирт, ацетон) и орга�
ническими полимерами (ПЭГ), является умень�
шение способности воды к сольватации гидро�
фильных участков белка, в результате чего белки
могут взаимодействовать друг с другом своими за�
ряженными группами. Напротив, при осаждении
белков нейтральными солями (сульфатом аммо�
ния) происходит сольватация ионов соли и осво�
бождение гидрофобных участков белковой моле�
кулы, которые взаимодействуют друг с другом
[11]. Поскольку интерфероны хорошо осаждают�
ся органическими полимерами, мы концентри�
ровали Альбурон16 с помощью ПЭГ и обнаружи�
ли, что после осаждения ПЭГ химерный белок не
агрегирует и легко солюбизируется. При этом его
биологическая активность оказалась в 2 раза вы�
ше, чем после осаждения сульфатом аммония
(∼200000 МЕ/мг белка при осаждении ПЭГ,
101000 МЕ/мг белка при осаждении сульфатом
аммония). 

Предложенная нами схема подходила для вы�
деления и очистки химерного белка в лаборатор�
ных условиях и изучения его свойств, а также для
анализа уровня синтеза Альбурона16, его биологи�
ческой активности в зависимости от условий вы�
ращивания штамма Pichia pastoris GS115AbN16. 

2
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Рис. 2. Профиль элюции Альбурона16 при гель�фильтрации на BioRad P�300 с добавлением и без добавления детер�
гентов.
1 – 20 мМ натрий�ацетатный буфер, рН 5.5; 2 – твин�20 0.05%; 3 – ДДС 0.05%. 

Таблица 2. Зависимость биологической активности
химерного белка от pH и состава буфера

Буферные
 растворы

Биологическая 
активность, ME/мл

без ДДС 0.05% ДДС

50 мМ трис�HCl, pH 7.5 8000 40000

PBS, pH 6.5 29000 200000

50 мМ натрий�ацетат, pH 5.5 320000 400000
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На основе полученных данных мы разработали
следующую схему очистки химерного белка из
культуральной среды BMM2, которая позволила
нам получить очищенный на 85% препарат Аль�
бурона16 с конечным выходом 80%. 

Ультрафильтрация → обработка тетраборатом
натрия → ИOX на ДЭАЭЦ → осаждение ПЭГ →
→ гель�фильтрация на Sephacryl S�200 → обра�
щенно�фазовая хроматография на фенил�сефа�
розе. 

На первой стадии очистки белок концентриро�
вали из культуральной среды BMM2 методом уль�
трафильтрации, используя мембрану АР�0.3�50ПС,
которая позволяла отсекать вещества с молекуляр�
ной массой меньше 50 кДа. На этой стадии исход�
ную культуральную жидкость концентрировали в
10 раз и удаляли низкомолекулярные примеси. Од�
ним из способов “осветления” культуральной сре�
ды и ее очистки от углеводных компонентов (в том
числе и гликопротеинов) является обработка рас�
твора тетраборатом натрия. Тетраборат натрия
(бура) используется как в биотехнологии в про�
цессе очистки белков, так и в пищевой промыш�
ленности для концентрирования и кристаллиза�
ции различных углеводов [13–15]. 

Культуральную жидкость после концентриро�
вания обрабатывали 0.05 М тетраборатом натрия
в течение ночи, центрифугировали и наносили
супернатант на колонку с ДЭАЭ�целлюлозой,
уравновешенную 50 мМ натрий�фосфатным бу�
фером, рH 7.0. Колонку промывали 5 объемами
0.1 M NaCl и проводили элюцию белков линей�
ным градиентом 0.1–1.0 M NaCl в стартовом бу�
фере. Мы установили, что Альбурон16 элюиро�
вался с ДЭАЭЦ при промывании колонки 0.35 М
NaCl, поэтому в дальнейших экспериментах ис�

пользовали ступенчатую элюцию химерного
белка 0.35 M NaCl. Альбурон16, элюированный
0.35 M NaCl с ионообменника, осаждали 25%
ПЭГ в течение ночи и наносили на колонку с
Sephacryl S�200. 

Гель�фильтрация на Sephacryl S�200 позволила
нам избавиться от значительного количества при�
месных белков, в основном являющихся продук�
тами протеолиза Альбурона16 [3].

Известно, что рекомбинантный альбумин че�
ловека эффективно очищают на колонках с фе�
нил�сефарозой [15]. Фенил�сефароза CL�4B об�
ладает высокой емкостью, а метод обращено�фа�
зовой хроматографии отличается простотой в
использовании, экономичностью и легко подда�
ется масштабированию. В предварительных экс�
периментах мы подобрали условия сорбции–де�
сорбции Альбурона16 на фенил�сефарозе, и уста�
новили, что сульфат аммония не способствует
агрегации химерного белка при концентрации
менее 50% насыщения. 

Фракции белков после гель�фильтрации на
Sephacryl S�200, в которых по результатам элек�
трофореза содержался Альбурон16, объединяли,
добавляли сульфат аммония до конечной кон�
центрации 1.5 М (∼35% насыщения), сорбирова�
ли на колонке с фенил�сефарозой, промывали и
проводили ступенчатую элюцию белков. Резуль�
таты эксперимента представлены на рис. 3. 

Как видно из рис. 3, Альбурон16 элюируется с
колонки изопропанолом. Анализ электрофоре�
грамм и денситограмм полученного препарата
показал, что содержание примесей (продуктов
протеолиза) не превышал 15%. Раствор с Альбу�
роном16 после элюции с фенил�сефарозы диали�
зовали против 20 мМ натрий�ацетатного буфера,
рН 5.5 и определяли биологическую активность.

В приведенной выше схеме очистки Альбуро�
на16 мы использовали широко распространен�
ные методы выделения белков (в том числе альбу�
минов и интерферонов) с помощью ионообменной
и обращенно�фазовой хроматографии, очистку
культуральной жидкости от углеводных компо�
нентов и гликопротеинов с помощью буры, а так�
же более мягкие условия концентрирования и
осаждения белков с помощью ПЭГ. Применение
этих методов способствовало увеличению удель�
ной биологической активности Альбурона16 в
процессе очистки (табл. 3). Следует отметить, что
в данном случае в ходе выращивания клеток и
очистки химерного белка не используются пеп�
тон и KSCN, которые могут служить препятстви�
ем для дальнейшего внедрения разработанной
нами схемы. При переходе на крупномасштабное
производство данная схема может быть легко мо�
дифицирована с помощью широко распростра�
ненного в последнее время метода адсорбцион�
ной хроматографии в расширенном слое (АРС). 

3 4 5 6
кДа

116

66

45

35

25

1 2

Рис. 3. Электрофореграмма фракций белков после
разделения на фенил�сефарозе. 1 – маркеры молеку�
лярной массы; 2 – белки, не сорбированные на ко�
лонке; 3 – элюция 1.0 M (NH4)2SO4; 4 – элюция 0.5 M
(NH4)2SO4; 5 – элюция 50 мМ натрий�фосфатным
буфером, pH 7,0; 6 – элюция 30%�ным изопропило�
вым спиртом. Стрелкой отмечен химерный белок
Альбурон16.
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Использование метода АРС позволяет объеди�
нить этапы осветления, концентрирования и пер�
воначальной очистки в один операционный блок.
Благодаря этому повышается экономичность
процесса, сокращается количества этапов, увели�
чивается выход продукта и уменьшается время
процесса. “Pharmacia Biotech AB” (Швеция) про�
изводят новые типы хроматографических адсор�
бентов и колонок для АРС под названием
STREAMLINE™, которые позволяют формиро�
вать устойчивые расширенные слои при высоких
скоростях потока буфера [16, 17]. 

Метод АРС (STREAMLINE™) является уни�
версальным инструментом, который применим
для начальной очистки целевого продукта из всех
обычно используемых сырьевых источников: го�
могенатов, лизатов, культуральных сред, молока,
экстрактов и т.д. [18]. Например, при выделении
рекомбинантного альбумина человека из культу�
ральной среды дрожжей P. pastoris на колонках
STREAMLINE™ удалось увеличить выход белка
на 45% и ускорить стадию очистки [19]. АРС при
помощи адсорбентов и колонок STREAMLINE™ –
легко масштабируемый метод, который исполь�
зуется в производственных цехах фармацевтиче�
ских заводов. 

Приведенный выше метод концентрирования
и очистки Альбурона16 из культуральной среды
BMM2 дрожжей P. pastoris, может быть легко мас�
штабирован и усовершенствован с помощью ко�
лонок STREAMLINE™ DEAE, что упростит про�
цесс очистки и будет способствовать скорейшему
внедрению в производство технологии получения
нового лекарственного препарата на основе ре�
комбинантного химерного белка Альбурона16. 

Данная работа выполнена в рамках проведения
фундаментальных исследований по приоритет�
ным направлениям программы развития СПбГУ
(1.37.115.2011), тематического плана фундамен�
тальных НИР (1.0.131.2010), ФЦП “Исследова�
ния и разработки по приоритетным направлени�
ям развития научно�технологического комплекса
России на 2007–2012 годы” (ГК № 16.512.11.2038
“2011�1.2�512�049�044”) и ФЦП “Научные и на�
учно�педагогические кадры инновационной Рос�

сии” на 2009–2013 годы (Мероприятия 1.1, 1.5,
2.1, ГК № 02.740.11.0768, “2010�1.1�202�059”). 
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Таблица 3. Очистка Альбурона16 из культуральной среды BMM2

Стадии очистки Объем, 
мл

Суммарный 
белок, мг

Альбурон16, 
мг

Биологическая 
активность, МЕ/мл

Удельная биологическая 
активность, МЕ/мг

Культуральная среда BMM2 1000 40.0 3.2 640 16000

Ультрафильтрация и хроматогра�
фия на ДЭАЭЦ

20 9.0 3.0 52000 116000

Осаждение ПЭГ и гель�фильтра�
ция на Sephacryl S�200

30 6.6 2.7 35000 165000

Хроматография на фенил�сефарозе 4 3.0 2.6 286000 375000
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Purification of the Chimeric Protein Alburon16 from a Culture 
Medium of the Yeast Pichia pastoris
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Abstract—Conditions have been created for the isolation of the chimeric protein Alburon16 (human albu�
min�interferon�α16) from a culture medium of the yeast Pichia pastoris, under which there is no aggregation
of the protein and its biological activity is maintained. The proposed scheme can be used for the isolation and
purification of a chimeric protein in laboratory conditions. The obtained results may be useful for improving
the purification methods of various recombinant proteins synthesized and secreted by the yeast P. pastoris.
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