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Сконструировали и очистили Ni-хелатной хроматографией модельные белки mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6-
содержащие Si-метки как инструмент работы с различными видами частиц диоксида кремния, отличающимися удель-
ными поверхностями, размерами и физико-химической природой. Изучили особенности специфического взаимодей-
ствия частиц диоксида кремния «Silica», «Силохром», «CPG-10» с модельными белками. Провели выделение модель-
ных белков порционной хроматографией на основе полученных результатов.
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А ффинные метки являются высокоэффективными 
инструментами для очистки рекомбинантных белков, 

позволяющими выделить практически любой из них, точно 
следуя инструкциям производителя. Различные белки, 
домены и пептиды используются в качестве аффинных 
меток для реализации специфического белок-доменного 
сродства, реализуемого в окружении обилия посторонних 
компонентов клеточных лизатов [1–4]. 

Популярность гексагистидиновой метки (His6-tag) обу-
словлена ее специфическим сродством к иммобилизован-
ным ионам переходных металлов (например, Ni2+, Zn2+, Mn2+, 
Fe2+, Co2+ и Cu2+) за счет образования координационных 
связей [5, 6]. В качестве специфического конкурента этого 

сродства выступает имидазол, который в относительно вы-
соких концентрациях (50–600 мМ) вытесняет His6-метку. 
Важным преимуществом этого метода является то, что коор-
динационные связи устойчивы в растворах солей с высокой 
ионной силой (2 М NaCl), а также в денатурирующих услови-
ях (8 М мочевина). Например, глутатион-S-трансфераза и 
белок, связывающий мальтозу, также являются аффинными 
метками, но не могут использоваться в денатурирующих 
условиях [7, 8]. К недостаткам металлохелатного метода от-
носится его умеренное сродство ко всем низкоаффинным 
гистидин-содержащим белкам клеточных лизатов, связыва-
ющимся с хелатирующей смолой. Поэтому рекомбинантные 
белки с низким уровнем экспрессии конкурируют с ними за 
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центры связывания и выделяются сильно контаминирован-
ные примесями. Практическое применение хелатирующих 
хроматографических носителей ограничивается не только 
высокой стоимостью и законодательными ограничениями их 
поставок, но и высокими требованиями к чистоте получен-
ных протеинов, которые не должны нести His6-метку [9–11]. 
Удаление метки и последующие этапы очистки могут суще-
ственно увеличить себестоимость конечного продукта. 

Вышесказанное побуждает к постоянному поиску про-
стых и технологичных решений. Так, недавно было показа-
но, что белок L2 большой субъединицы рибосомы Escherichia 
coli способен прочно связываться с диоксидом кремния и его 
производными, несущими силанольные группы, не требуя 
химической модификации, предварительной обработки или 
каких-либо особых условий. Белки, слитые с L2, связывают-
ся с поверхностью кремнезема даже в присутствии высоких 
концентраций соли и детергентов. Данный тип метки, ис-
пользующий рибосомальный белок L2 для иммобилизации 
слитых функциональных белков на поверхности кремнезе-
ма, обозначили как «Si-метка» [12]. Si-метка может быть 
функционально слита с любым концом целевого белка. Si-
метка может является полезной слитой меткой для ориенти-
рованной иммобилизации функциональных белков, которая 
обеспечивает хорошую стерическую доступность их актив-
ных центров для молекул-мишеней в растворе и усиливает 
взаимодействие между иммобилизованными белками и мо-
лекулами-мишенями [13]. При этом актуальными становятся 
вопросы, связанные с изучением взаимодействия Si-метки в 
составе определенных рекомбинантных белков с некоторы-
ми доступными формами диоксида кремния.

Настоящее исследование опиралось на результаты пред-
шествующих работ [14], демонстрирующих сильное срод-
ство Si-метки модельных белков, содержащих в составе L2 
(L2 (1–60, 203–273) и L2 (203–273)), к кремнезему, позволя-
ющее использовать одноэтапный метод очистки. 

Авторы использовали немодифицированные частицы чи-
стого кремнезема в качестве специфического адсорбента, 
раствор MgCl2 высокой концентрации в качестве элюирую-
щего буфера и слитый белок, состоящий из Si-метки и имму-
ноглобулин-связывающего стафилококкового белка А, что 
обеспечило его быструю и экономичную очистку [11, 14].

Мы, в свою очередь сконструировали модельные белки 
mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6, содержащие Si-метки как 

инструмент работы с различными видами частиц диоксида 
кремния. В нашем исследовании использовали различные 
формы частиц диоксида кремния, отличающиеся как удель-
ными поверхностями, так и размерами частиц, и их физико-
химической природой. Кроме того, одна из форм частиц 
диоксида кремния, «CPG-10», представляла собой аморф-
ное состояние вещества, «Silica» и «Силохром» – кристалли-
ческое. Поэтому перед нами стояла задача изучения особен-
ностей специфического взаимодействия частиц «Silica», 
«Силохром», «CPG-10» с этими белками, что расширит 
наше понимание этих процессов.

Целью исследования – создание молекулярно-генетиче-
ских конструкций и получение рекомбинантных белков, не-
сущих в своей структуре silica-связывающий домен, как ин-
струмент работы с различными видами частиц диоксида 
кремния.

Материалы и методы

Материалы
Использовали частицы диоксида кремния препаратов 

«Silica» («Хеликон», Россия), «Силохром» («ХромЛаб», 
Россия) и «CPG-10» (SERVA, Германия). 

�Штаммы микроорганизмов и 
условия культивирования
Штаммы бактерий и плазмиды, использованные в работе, 

представлены в табл. 1. 
Штаммы E. coli выращивали в жидкой или на агаризован-

ной среде LB (Luria Bertani broth medium – триптон 10 г/л, 
дрожжевой экстракт 5 г/л, NaCl 10 г/л), pH 7,2 [15], добавляя 
при необходимости ампициллин до концентрации 100 мкг/мл. 
Синтез белков индуцировали путем добавления изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) до конечной концен-
трации 0,5 мМ при достижении культурами ОП590 6,3  ед 
(ОП590 – оптическая плотность при длине волны 590  нм), 
культивирование после добавления ИПТГ продолжали 
еще 4 ч.

Праймеры, использованные в работе, представлены в 
табл. 2. Расчет праймеров для конструирования плазмид и 
анализ свойств белков проводили с использованием про-
граммы Vector NTI 10.0.1 (Invitrogen, США).

Таблица 1. Характеристика использованных в работе штаммов микроорганизмов и плазмид

Штамм или плазмида Генотип или соответствующая характеристика Источник

E. coli DH5α F-, gyrA96(Nalr), recA1, relA1, endA1, thi1,
hsdR17(rk-, mk+), glnV44, deoR,
Δ(lacZYA-argF)U169, [φ80dΔ(lacZ)M15], supE44

Invitrogen

E. coli BL21(DE3) F–ompT hsd SB (rB– mB–) gal dcm (DE3) Novagene, Madison, WI

pEGFP-N1 Источник гена egfp

pET-MBP-mCherry-LIC Источник гена mcherry New England Biolabs

pET32b (+) Производное pBR322, f1, содержит Т7 промотор, Т7 терминатор, полилинкер, lacI, bla, Trx-Tag, 
His-таг и Si-таг домены. Экспрессирующий вектор

Novagene, Madison, WI

pET32b-L2(201-273)-Xho Производное pET32b (+) НИ

pET32b-EGFP-L2(201-273)-Xho Производное pET32b (+) НИ

pET32b-mCherry-L2(201-273)-Xho Производное pET32b (+) НИ

*НИ – настоящее исследование.
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Конструирование плазмид
Для получения плазмиды pET32b-L2(201-273)-Xho фраг-

мент гена белка L2 большой субъединицы рибосомы E. coli 
(аминокислотные остатки 201-273) амплифицировали с ис-
пользованием праймеров L2-Xho201/L2-Sal273-N и хромо-
сомной ДНК штамма E. coli DH5α в качестве матрицы, об-
рабатывали рестриктазами XhoI/SalI и лигировали с плазми-
дой pET32b (+)/XhoI-FastAP в течение ночи при температуре 
+11°С. Лигатом трансформировали клетки E. coli DH5α. 
Наличие вставки L2(201-273) в нужной ориентации в транс-
формантах, отобранных на LB агаре с ампициллином, ана-
лизировали в полимеразной цепной реакции (ПЦР) с парой 
праймеров L2-Xho201/pEY-6.

Гены зеленого и красного флуоресцентных белков EGFP 
и mCherry амплифицировали с использованием праймеров 
EGFP-NdeI/EGFP-N-Sal или Nde-Cher/Cher-N-Sal на матри-
цах плазмид pEGFP-N1 или pET-MBP-mCherry-LIC соответ-
ственно. Полученные ампликоны обрабатывали рестрикта-
зами NdeI/SalI и лигировали с плазмидой pET32b-L2(201-
273)-Xho/NdeI-SalI-FastAP. Лигатом трансформировали 
клетки E. coli DH5α. Клоны анализировали на наличие 
вставки в ПЦР с парами праймеров EGFP-NdeI/EGFP-N-Sal 
и Nde-Cher/Cher-N-Sal для EGFP и mCherry соответственно. 
На всех этапах правильность сборки плазмид подтверждали 
в рестрикционном анализе и путем секвенирования вставок 
с использованием праймеров T7dir и T7rev.

Полученные штаммы E. coli BL21(DE3)/pET32b-EGFP-
L2(201-273)-Xho и BL21(DE3)/pET32b-mCherry-L2(201-273)-
Xho использовали для продукции белков EGFP-L2(201-273)-
His6 и mCherry-L2(201-273)-His6 соответственно.

Экспрессия рекомбинантных белков
После определения клонов с предполагаемой индукцией 

биосинтеза белков выращенную биомассу из 5 л культуры 
микробных клеток E. coli BL21(DE3)/pET32b-mCherry-L2 и 
E.  coli BL21(DE3)/pET32b-EGFP-L2 отделяли центрифугиро-
ванием, осадки замораживали и хранили при -20°С. 
Клеточную локализацию целевых белков анализировали 
электрофорезом проб, приготовленных из аликвот биомас-
сы с 5 × 108 КОЕ/мл. Материал для колоночной хроматогра-
фии готовили разрушением ультразвуком и центрифугиро-
ванием клеточных лизатов, содержащих белки mCherry-L2-
His6 и EGFP-L2-His6. 

�Очистка белков с помощью Ni-хелатной 
аффинной хроматографии
Целевые белки выделяли как из осветленных центрифу-

гированием лизатов клеток E. coli, так и из растворенных в 
8 М мочевине телец включения на колонке XK-26 (Cytiva, 
ЕС), упакованной 25 мл Ni++-TSK AF-Chelate Toyopearl 650 M 
(Tosoh, Япония), предварительно уравновешенной основ-
ным буферным раствором (10 мМ трис, рН 8,0, 5 мМ имида-
зола и 500 мМ NaCl). Состав буферных растворов и параме-
тры хроматографии определяли с учетом рекомендаций 
производителя для денатурированных мочевиной белков. 
Состав элюированных фракций анализировали при помощи 
ДСН-ПААГ, после чего выбранные фракции объединяли и 
диализовали против буферного раствора (5 мМ трис, рН 6,8, 
500 мМ NaCl) и центрифугировали в течение 15 мин при 

16  000 g и при температуре 12°С. Надосадочные фракции 
стерильно фильтровали через полиэфирсульфоновую мем-
брану (Whatman, США) с диаметром пор 0,2 мкм и хранили 
при температуре 4°С в течение опытов по изучению свойств 
частиц диоксида кремния. Буферы для работы с белком 
EGFP-L2-His6, дополняли включением 0,4% N-лауроилсарко- 
зина для сохранения его растворимости.

Адсорбция белков на частицах диоксида кремния
Насыщающие концентрации белков mCherry-L2-His6 и 

EGFP-L2-His6 в отношении различных частиц диоксида 
кремния определяли в течение их двухчасовой инкубации 
при комнатной температуре. Для подавления неспецифиче-
ского связывания в связывающие буферные растворы до-
бавляли детергенты – 0,4% N-лауроилсаркозин или твин-20. 
Оптимальные значения рН для связывания белков и диокси-
да кремния определяли по времени инкубации в буферной 
системе, представленной 50 мМ цитрат-фосфатным буфе-
ром в широком интервале рН: 5,0, 6,0 и 7,0, а также 50 мМ 
трис-буфером, рН 6,8. Отбор проб объемом 0,18 мл из обще-
го реактора содержащего 1,8 мл реакционной смеси, произ-
водили в интервале времени от 50 с, в момент введения 
белка в реакционную смесь, до 120 мин. В течение реакции 
суспензию постоянно перемешивали. Отобранные пробы не-
медленно центрифугировали при 14 000 об./мин в течение 
20 с и готовили пробы для электрофореза из 0,03 мл освет-
ленного центрифугата.

Освобождение белков с частиц диоксида кремния
Препараты суспензий частиц диоксида кремния, насы-

щенные сорбированными белками mCherry-L2-His6 и EGFP-
L2-His6, объемом по 0,18 мл инкубировали раздельно с 
0,1 мл 2 М растворов CaCl2, MgCl2, MnCl2 или 0,5 М аргинина 
при периодическом перемешивании в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Частицы отделяли центрифугировани-
ем и отбирали для обессоливания пробы по 0,05 мл из 
каждой надосадочной фракции. Обессоливание проводили 
на микроколонках BioToolomics (ЕС) либо микродиализом с 
последующим осаждением анализируемых белков ТХУ 
(ТХУ – трихлоруксусная кислота). Осадки растворяли в 
0,1 мл буфера Laemmli и использовали для электрофорети-
ческого анализа.

Таблица 2. Праймеры, использованные для конструирования 
плазмид

Праймер Последовательность (5’-3’)

EGFP-NdeI ATCATACATATGGTGAGCAAGGGCGAGG

EGFP-N-Sal CCTGTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGC

Nde-Cher CACCTACATATGAGCAAGGGCGAGGAGGATAAC

Cher-N-Sal TTTGTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGC

L2-Xho201 CCTCTCGAGCTGCGCGTTCTGGGTAAAGC

L2-Sal273-N CCTGTCGACTTTGCTACGGCGACGTACGATG

pEY-6 TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG

T7dir TAATACGACTCACTATAGGG

T7rev ATGCTAGTTATTGCTCAG

*сайты связывания эндонуклеаз рестрикции подчеркнуты.
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�Порционная хроматография белков 
на частицах диоксида кремния
Суспензии сорбентов «Silica», «Силохром» и «CPG-10» 

объемом 2 мл суспендировали в центрифужных стаканах в 
10-кратном избытке буферов, содержащих 10 мМ трис (рН 
6,8), 500 мМ NaCl, 0,2% твина-20, и отмывали центрифугиро-
ванием в течение 5 мин при 8000 g и температуре 20°С три 
раза. Буферный раствор для выделения белка EGFP-L2-His6 
дополняли 6 М мочевиной. Влажные осадки суспендировали 
с осветленными клеточными лизатами и инкубировали в 
течение 30 мин при комнатной температуре. Несвязавшиеся 
белки отмывали, а влажные осадки частиц диоксида крем-
ния суспендировали в 2 мл буфера Laemmli и прогревали 
при температуре 95°С в течение 5 мин. Элюаты анализиро-
вали ДСН-ПААГ. 

Результаты и обсуждение

Конструирование плазмид
Плазмиду pET32b-L2(201-273)-Xho сконструировали в ре-

зультате клонирования гена l2(201-273) в сайт XhoI плазми-
ды pET32b (+) (рис. 1).

В результате клонирования генов egfp и mcherry по сай-
там рестрикции NdeI и SalI в плазмиде pET32b-L2(201-273)-
Xho получили плазмиды pET32b-EGFP-L2(201-273)-Xho и 
pET32b-mCherry-L2(201-273)-Xho (рис. 2).

Гены l2(201-273), egfp и mcherry были амплифицированы 
без стоп-кодонов, что позволило получить слитые генетиче-
ские конструкции egfp-l2(201-273) и mcherry-l2(201-273), ко-
дирующие белки EGFP-L2(201-273)-His6 и mCherry-L2(201-
273)-His6. Гексагистидиновая последовательность на С-конце 

белков, кодируемая плазмидой pET32b (+), позволяет ис-
пользовать металло-хелатную хроматографию для выделе-
ния и изучения их свойств. 

Свойства белков EGFP-L2(201-273)-His6 и mCherry-L2(201-
273)-His6, рассчитанные с использованием программы Vector 
NTI 10.0.1 (Invitrogen, США), представлены в табл. 3.

Экспрессия рекомбинантных белков
Культивирование штаммов E. coli BL21(DE3)/pET32b-

mCherry-L2 Xho #1.1 и E. coli BL21(DE3)/pET32b-EGFP-L2 
Xho #4.1 проводили в шести качалочных колбах, содержа-
щих по 300 мл среды. К моменту внесения индуктора ОП 
продуцента белка mGherry-L2-His6 достигла 6,9 ед, а проду-
цента белка EGFP-L2-His6 – 6,3 ед, через 4 ч индукции ОП 
культур изменились до 8,0 ед и до 5,8 ед. соответственно, а 
вес осадков оказался примерно равным, по 15 г.

Анализ клонов и фракций лизированной биомассы про-
демонстрировал посредственный уровень экспрессии целе-
вых белков, подтвержденный отсутствием выраженных 
полос новосинтезированных белков на электрофореграм-
мах (рис. 3, линии 1, 2, 4, 12), поэтому для Ni-хелатной хро-

Таблица 4. Основные характеристики препаратов диоксида кремния и их связывающие способности в отношении белков 
mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6

Показатель «Silica» Helicon «Силохром» С-120 «CPG-10» SERVA

Внешний вид Порошок белого цвета 
с кремовым оттенком

Порошок белого цвета, 
зерна нерегулярной формы

Порошок белого цвета,  
сыпучий

Грануляция, мм 0,0005–0,01 0,315–0,500 0,178–0,125

Средний диаметр пор, нм 2–5 20–30 8,4

Удельная поверхность, м2/г 464 100–140 215

Сорбция альбумина (БСА), мкг/мг 0,000 0,000 0,000

Сорбция белка mCherry-L2-His6, мкг/мг 0,037 0,017 0,014

Сорбция белка EGFP-L2-His6, мкг/мг 0,006 0,006 0,005

Рис. 1. Карта плазмиды pET32b-L2(201-273)-Xho.

pET32b-L2(201-273) Xho
6121 bp

AmpR

trxA

lacI

L2(201-273)

6X-His

L2-Xho201

pEY-6

T7-prom

ori

f1-ori

T7-term

Sal I (5717)

Xho I (5738)

Nde I (5208)

Nde I (5553)

Таблица 3. Расчетные характеристики рекомбинантных бел-
ков

Характеристика EGFP-L2(201-
273)-His6

mCherry-L2(201-
273)-His6

Длина 328 а.о. 324 а.о.

Молекулярная масса 36895,44 36576,85

1 мг 27,104 пМоль 27,340 пМоль

Молярный коэффициент экстинкции 31390 43810

1 ОЕ A[280] соответствует 1,18 мг/мл 0,83 мг/мл

A[280] 1 мг/мл 0,85 AU 1,20 AU

Изоэлектрическая точка 9,04 9,26

Заряд при pH 7,0 7,35 9,12
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матогафии использовали как надосадочные части лизатов 
микробных клеток, так и фракции осадков, растворенных в 
8 М мочевине.

�Очистка рекомбинантных белков аффинной �
Ni-хелатной хроматографией
Оба рекомбинантных полипептида, несущие в своей 

структуре Si-связывающий домен и His6 последовательность 
получали в очищенном виде на колонках с Ni-хелатным но-
сителем. При хроматографии растворимого материала 
практически весь белок mCherry-L2-His6 элюировали 60 мМ 
имидазолом, увеличение концентрации имидазола до 
600 мМ приносило фракции содержащие следовые количе-
ства белка с заметными примесями протеолитичских фраг-
ментов с молекулярной массой около 14 кДа (рис. 3, линии 
6, 7). Полученные в таких же условиях растворимые фрак-
ции EGFP-L2-His6 целевого белка не содержали (рис. 3, 
линии 14, 15). Аффинная хроматография белков, растворен-
ных из осадков 8 М мочевиной, показала значительное на-
личие очищенного полипептида mCherry-L2-His6 во фракци-
ях элюированных 20 мМ и 300 мМ имидазолом в присут-
ствии 6 М мочевины (рис. 3, линии 10, 11). Белок EGFP-L2-
His6 элюировали только буфером, содержащим 300 мМ 
имидазол и 6 М мочевину, его содержание в этих фракциях 
превышало 95 % (рис. 3, линии 19, 20). Диализ хроматогра-
фических фракций с EGFP-L2-His6, содержащих 6 М мочеви-
ну против ФСБ (ФСБ – фосфатно-солевой буфер) приводил 
к полному осаждению белка. В последующих экспериментах 
ФСБ дополняли детергентами различной природы: NP-40, 
додецилсульфатом натрия, сульфобетаином и N-лауроил- 
cаркозином, определили, что белок EGFP-L2-His6 сохранял 
растворимость в 0,2% растворе N-лауроилcаркозина.

�Связывание белков mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6 
с частицами препаратов диоксида кремния
Использовали коммерческие препараты диоксида крем-

ния с близкими значениями удельной поверхности, основ-
ные характеристики которых предоставлены производите-
лями (табл. 4). Оценку неспецифической адсорбции пред-

варительно проводили с бычьим сывороточным альбуми-
ном в качестве модельного белка, не несущего Si-связы- 
вающих доменов. По аналогии с иммуноферментным ана-
лизом (ИФА) все буферные растворы содержали 0,2% 
твин-20 или 0,4% N-лауроилсаркозин. Было показано, что 
детергенты блокировали неспецифическое связывание 
БСА (бычий сывороточный альбумин) с частицами диоксида 
кремния, поэтому их включали в состав рабочих буферных 
растворов в опытах с очищенными клонированными белка-
ми и частицами.

pET32b-EGFP-L2(201-273)
6331 bp

AmpR

lacI

EGFP-L2(201-273)-His6

L2(201-273)

T7-prom

ori

f1-ori

T7-term

NdeI (5208)

XhoI (5948)

ClaI (5101)

HindIII (5933)

KpnI (6018)

SalI (5927)

SphI (4909)

XbaI (5168)

PstI (1145)

pET32b-mCherry-L2(201-273)
6319 bp

AmpR

lacI

mCherrry-L2(201-273)-His6
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Nde I (5208)

Xho I (5936)

Cla I (5101)

Hin dIII (5921)

Kpn I (6006)
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Рис. 2. Карты плазмиды pET32b-EGFP-L2(201-273)-Xho (А) и pET32b-mCherry-L2(201-273)-Xho (Б).

А Б

Рис. 3. Выделение белков mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6 
аффинной Ni-хелатной хроматографией из надосадочных 
фракций и растворенных осадков лизированных биомасс.
Линии: 1, 2 – цельноклеточные лизаты клонов; 4, 5, 6, 7, 12, 13, 14, 
15 – надосадочные фракции биомасс; 8, 9, 10, 11, 17, 18, 19, 20 – 
осадки биомасс, растворенные в 8 М мочевине; 4, 8, 12, 17 – фрак-
ции, нагруженные на колонку; 5, 9, 13, 18 – фракции белков, не 
связавшиеся с хелатирующим носителем колонки; 6, 14 – белки 
элюированные 60 мМ имидазолом; 7, 15 – белки, элюированные 
600 мМ имидазолом; 10, 19 – белки, элюированные 20 мМ имидазо-
лом в присутствии 6 М мочевины; 11, 20 – белки, элюированные 
300 мМ имидазолом в присутствии 6 М мочевины; 3, 16 – маркеры 
молекулярных масс «LMW» Cytiva обозначены числами слева от 
геля; 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 – штамм E. coli BL21(DE3)/pET32b-
mCherry-L2 Xho #1.1; 2, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 – штамм 
E. coli BL21(DE3)/pET32b-EGFP-L2 Xho #4.1.
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В экспериментах оперировали объемами суспензий диок-
сида кремния, в 0,1 мл которых содержалось 8,6 мг «Silica», 
6,0 мг «Силохрома» или 10,8 мг «CPG-10». Результаты всех 
экспериментов приводили к сухому весу частиц. Экспе- 
рименты проводили таким образом, чтобы временные и кон-
центрационные соотношения компонентов реакционной 
смеси не ограничивали полное связывание белков [11, 14, 
16]. Диапазон рН при изучении связывания рекомбинантных 
белков имел ограничения, связанные с растворимостью ди-
оксида кремния в щелочной области pH, но существенных 
различий адсорбционных свойств в диапазоне рН от 5,0 до 
7,0 обнаружено не было. Отмечали высокую скорость связы-
вания обоих белков, которые полностью поглощались су-
спензиями различных форм диоксида кремния менее чем за 
1 мин. Связывание белков оценивали по уменьшению их 
количества в пробах надосадочной части реакционных сме-

сей методом ДСН-ПААГ. Экспериментами было установле-
но, что наибольшую связывающую способностью в отноше-
нии белка mCherry-L2-His6 проявил препарат «Silica», обла-
дающий самой развитой величиной удельной поверхности. 
Кристаллы «Силохрома» С-120 и «CPG-10» сорбировали 
вдвое меньше mCherry-L2-His6, что пропорционально значе-
ниям их удельной поверхности в условиях полного насыще-
ния белком (табл. 4). Белок EGFP-L2-His6 сорбировался 
различными формами диоксида кремния в одинаковой сте-
пени, несмотря на различия их удельных поверхностей. 
Было показано, что даже при существенном избытке кри-
сталлов около 5% белка с ними не связывалось и остава-
лось в растворе. То есть, часть молекул белка EGFP-L2-His6 
получала структуру, препятствующую проявлению свойств 
Si-связывающего домена, возникшую в результате ренату-
рации при диализе, хотя и оставалась в растворимой форме 

Рис. 4. Освобождение белков mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6 с различных частиц диоксида кремния двухвалентными ионами, дена-
турирующими агентами и детергентами.
Линии: 1–17 – частицы препарата «Silica»; 18–23 – «Силохром» С-120; 25–30 – «CPG-10»; 1, 2, 3, 4, 13, 14, 25, 26, 27, 28, 29, 30 – белок 
mCherry-L2-His6; 6, 7, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 – белок EGFP-L2-His6; 1, 6, 19, 22, 26, 29 – 2М CaCl2; 2, 7 – 0,5М аргинин; 3, 8 – 8 
М мочевина; 4, 9 – 7 М гуанидин хлорид; 14, 17, 20, 23, 27, 30 – 0,1% ДСН; 5, 10, 18, 21, 25, 28 – пробы, не содержащие частиц препаратов; 
11, 12, 15, 24 – маркеры молекулярных масс «LMW» Cytiva обозначены курсивом справа от геля.

Рис. 5. Электрофорез и вестерн-блот белков mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6, выделенных порционной хроматографией.
Линии: 1–7, 16–22 – белок mCherry-L2-His6; 9–15, 24–30 – белок EGFP-L2-His6; 8 – маркеры молекулярных масс LMW; 23, 31 – маркеры 
молекулярных масс Sm1811; 2, 3, 10, 11, 17, 18, 25, 26 – «Silica»; 4, 5, 12, 13, 19, 20, 27, 28 – «Силохром» С-120; 6, 7, 14, 15, 21, 22, 29, 30 
– «CPG-10»; 1, 16 – исходный клеточный лизат mCherry-L2-His6; 9, 24 – осадок белка EGFP-L2-His6, растворенный в 6 М мочевине; 2, 4, 6, 
10, 12, 14 – проскоки; 3, 5, 7, 11, 13, 15 – элюаты.
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за счет N-лауроилсаркозина. По сравнению с гомоморфны-
ми молекулами альбумина и белка mCherry-L2-His6 возник-
шие множественные ренатурированные формы белка EGFP-
L2-His6 обладали различным сродством к диоксиду кремния, 
что, вероятно, и привело к усреднению показателя адсорб-
ции (табл. 4).

�Элюция белков mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6 
с частиц препаратов диоксида кремния
Условия, при которых происходит элюция модельных бел-

ков с диоксида кремния, определяются тем, что в водных 
растворах поверхность оксида кремния представлена в ги-
дратированной форме силанольными группами (-SiOH). При 
нейтральных значениях рН они диссоциируют и образуют 
общую отрицательно заряженную поверхность, которая 
действует как катионообменник [17]. Белки mCherry-L2-His6 
и EGFP-L2-His6, обладая изоэлектрическими точками соот-
ветственно 9,26 и 9,04, электростатически притягиваются к 
силанольным поверхностям и могут освобождаться, напри-
мер, двувалентными катионами в высоких концентрациях. 
Однако использованные нами 2 М растворы солей двухва-
лентных металлов Ca2+, Mg2+ и аминокислота аргинин 
(0,5  М) принесли отрицательные результаты. Перед элек-
трофоретическим анализом элюаты были обессолены при 
помощи микроколонок или микродиализом с последующим 
концентрированием 80%-м раствором ТХУ. Обнаружить 
белки mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6 в этих образцах не 
удалось. Использование денатурирующих и хаотропных 
агентов (8 М мочевины и 7 М хлористого гуанидина) также 
не принесло результатов. Однако при более жесткой обра-
ботке 0,1%-м раствором ДСН (ДСН – додецилсульфат на-
трия) в течение 5 мин и 95°С наблюдали практически пол-
ное освобождение белков mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-His6 от 
частиц «Silica» (рис. 4). Расчеты показали, что метод кипя-
чения суспензий двуокиси кремния с раствором 0,1% ДСН 
освобождал (92  ±  5)% сорбированных белков mCherry-L2-
His6 и EGFP-L2-His6.

�Порционная хроматография белков mCherry-L2-His6 
и EGFP-L2-His6 на частицах диоксида кремния
Препараты двуокиси кремния «Силохром» С-120, «CPG-

10» и «Silica», использованные в настоящем исследовании, 
обладали различными характеристиками (табл. 4), вслед-
ствие гетерогенности размеров часть частиц не удержива-
лась колоночными фильтрами, поэтому выделение прово-
дили порционным методом (рис. 5).

Жесткие условия элюции белков mCherry-L2-His6 и EGFP-
L2-His6 с частицами «Silica», «Силохрома» и «CPG-10» вы-
звали освобождение значительного количества сорбирован-
ных клеточных белков E. coli, которые значительно загрязня-
ли элюаты (рис. 5, линии 1–15). В целом эта картина говорит 
о том, что сильное удержание белков обусловлено, скорее 
всего, неспецифическими гидрофобными взаимодействия-
ми, так как высокие концентрации ионов не освобождали 
контаминантные белки [14, 18]. 

Сравнивая результаты электрофореза и блота (рис. 5), 
можно отметить, что использование «CPG-10» как аффин-
ного хроматографического носителя, специфического в от-
ношении L2 домена клонированных белков mCherry-L2-His6 

и EGFP-L2-His6, показало наилучшие результаты в отноше-
нии чистоты целевого продукта. Кроме того, происходило 
обогащение элюированных фракций как белком mCherry-L2-
His6, так и белком EGFP-L2-His6 (рис. 5, линии 7, 15, 22, 30). 
Результаты хроматографии белка EGFP-L2-His6 отличались 
от mCherry-L2-His6, так, в элюате с частицами «Silica» мето-
дом иммуноблота обнаружили минимальное количество 
белка EGFP-L2-His6, большие количества белка элюировали 
с «Силохром» и «CPG-10». Вероятно, это объяснялось при-
сутствием 6 М мочевины в хроматографических буферах и 
тем, что связывание белка с носителями происходило в его 
денатурированной форме. 

Заключение

В настоящее время хорошо исследованы условия исполь-
зования различных аффинных меток, предложены много-
численные методики и промышленные технологии их при-
менения. Полученные нами результаты лежат в русле пред-
ставлений о механизмах связывания Si-метки с поверхно-
стями диоксида кремния [14, 19]. Авторы указанных работ 
отмечали сильное связывание исследуемых белковых объ-
ектов: так, бактериальный 50S рибосомальный белок L2 
прочно связывался с поверхностями кремнезема даже в 
присутствии высоких концентраций солей, детергентов и 
денатурирующих агентов, таких как 8 М мочевина. В основе 
этого явления лежит тот факт, что определенные области 
белка L2, богатые положительно заряженными остатками, 
не имелют четко определенной трехмерной структуры в 
физиологических условиях. Из-за присущей белку гибкости 
Si-метка может охватывать большую межмолекулярную об-
ласть и оптимизировать свою структуру для поверхностных 
взаимодействий за счет конформационной адаптации на 
месте связывания. Благодаря этой конформационной адап-
тации Si-метки может оптимизировать взаимодействие 
между его положительно заряженными боковыми цепями и 
ионизированными поверхностными силанольными группа-
ми, а также между неполярными боковыми цепями белка и 
гидрофобными участками диоксида кремния. Совокупный 
вклад этих контактов усиливал связывание Si-метки и при-
водил к практически необратимому связыванию. Наше ис-
следование на моделях белков mCherry-L2-His6 и EGFP-L2-
His6 подтвердило большой потенциал для соединения био-
молекул с неорганическими материалами. 

Полученные гибридные конструкции белков не обеспечи-
вали эффективного выделения и очистки целевых продук-
тов на диоксиде кремния. Проблему отщепления необрати-
мо связанных гибридных белков решают введением специ-
фических сайтов самоотщепления эндо- либо экзопротеаза-
ми, что позволяет оставить на дешевом носителе необрати-
мо связанную часть гибридного белка и отщепить нужный 
нам белок в чистом виде. Это открывает дорогу для даль-
нейших исследований и практического использования полу-
ченных знаний. 
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