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Одной из широко применяемых стратегий для получения рекомбинантных белков в клетках Е. 
coli является их накопление при экспрессии в виде нерастворимых цитоплазматических агрега
тов — телец включения. Преимущество такого синтеза обусловлено высокими уровнями накоп
ления и чистоты целевого белка, а также возможностью проведения успешной ренатурации и 
получения активного продукта из нерастворимых агрегатов в условиях in vitro. Основная 
проблема, препятствующая индустриализации этого процесса, обусловлена отсутствием универ
сальных схем ренатурации, так как рефолдинг рекомбинантных белков является эмпирическим 
процессом и требует разработки уникальных протоколов для индивидуальных белков. Изучение 
основных путей агрегации, а также процессов фолдинга in vivo позволило разработать эффектив
ные подходы для рефолдинга многих рекомбинантных белков. В обзоре дана оценка некоторым 
современным методам ренатурации белков и описаны основные стратегии, которые могут быть 
использованы для промышленного получения белков из бактериальных телец включения. Кратко 
рассмотрены недавние достижения в области ренатурации рекомбинантных белков, содержащих 
дисульфидные связи (окислительный рефолдинг), а также причины, вызывающие агрегацию белков 
в процессе ренатурации in vitro, и подходы, применяемые для увеличения выхода правильно 
ренатурированного продукта. 

Введение. Экспрессия клонированных генов в клет
ках прокариотов широко используется в промыш
ленности, фармацевтике, структурных и биохими
ческих исследованиях. Бактериальный синтез отно
сительно недорогой, технологичный и легко восп
роизводимый, кроме того, бактерии способны син
тезировать целевые белки в больших количествах. 
В настоящее время основной экспрессионной систе
мой, представляющей практический интерес, по-
прежнему остается Е. coli [1 ]. 

При экспрессии гетерологических генов в клет
ках Е. coli часто наблюдается агрегация синтезиру
емых белков, приводящая к образованию цитоплаз-
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матических телец включения [1—3]. Использова
ние подобных продуцентов создает определенные 
сложности, связанные с необходимостью выделения 
целевых белков в биологически активной форме 
(ренатурация) для их дальнейшего применения в 
биологии, медицине или промышленности. Несмот
ря на это, экспрессия рекомбинантных белков в 
тельцах включения Е. coli широко применяется на 
практике, так как такой синтез обладает рядом 
преимуществ [4—6]. 

В случае многих эукариотических белков, ко
торые не могут быть синтезированы Е. coli в их 
нативном виде, или белков, токсичных для бакте
риальной клетки, стратегия накопления белков в 
тельцах включения является единственным путем 
их промышленного получения. 
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ОЦЕНКА МЕТОДОВ РЕНАТУРАЦИИ БЕЛКОВ ИЗ ТЕЛЕЦ ВКЛЮЧЕНИЯ 

Особенности синтеза 
ния приведены ниже: 

Преимущества 

1. Высокие уровни на
копления целевого бе
лка 
2. Высокая степень 
чистоты целевого бел
ка 
3. Защита белка от 
протеолитической де
градации 
4. Простота выделе
ния и отделения от 
бактериальных белков 
5. Возможность рена
турации целевого бел
ка 
6. Отсутствие или 
снижение эффекта 
токсичности клони
рованного гена для 
штамма-продуцента 

белков в тельцах включе-

Недостатки 

1. Невозможность прямо
го функционального ана
лиза активности целевого 
белка 
2. Необходимость эмпи
рической разработки оп
тимальных протоколов 
для ренатурации белка 
3. Контаминирование ми
норными примесями (гид
рофобные белки, компо
ненты клеточной стенки), 
которые могут влиять на 
ренатурацию 
4. Трудность отделения 
активного ренатурирован-
ного белка от его олиго-
мерных форм, продуктов 
неправильного фолдинга 
и частичного протеолиза 

Синтез в тельцах включения получил распро
странение более двух десятков лет назад. Парал
лельно с конструированием высокоэффективных 
бактериальных систем экспрессии были разработа
ны подходы по ренатурации небольших мономер
ных белков. Однако существующие на то время 
методы рефолдинга простых белков были малопри
годными для ренатурации из телец включения Е. 
coli более сложных белков эукариотов. Это обус
ловлено в первую очередь тем, что для эффектив
ной ренатурации многих эукариотических белков 
необходимы специфические условия, обеспечиваю
щие возможность корректной сборки молекулы на 
уровне третичной/четвертичной структуры и обра
зование функциональных дисульфидных связей [7, 
8 ]. Достаточно долго эукариотические системы ка
зались более перспективными промышленными 
продуцентами рекомбинантных белков, поскольку 
при экспрессии этих белков в Е. coli возникали 
трудности, связанные с выделением функциональ
но активного продукта в случае их накопления в 
нерастворимой форме. Изучение особенностей аг
регации, а также основных путей фолдинга пол
ипептидов in vivo позволило разработать эффектив
ные методы рефолдинга нерастворимых белков, 
продуцируемых в Е. colu Многие из этих методов 
защищены патентами [3, 9] . 

В литературе приведено много примеров, пока
зывающих возможность эффективной ренатурации 
конкретных белков из бактериальных телец вклю
чения. В некоторых работах представлены методи
ки, позволяющие выделять небольшие количества 
белка для структурных и биохимических исследо
ваний [10—14], в других приведены протоколы, 
оптимизированные для препаративного получения 
определенных белков в коммерческих целях [5, 6, 
15]. 

Наиболее общая стратегия, используемая для 
ренатурации нерастворимых белков, включает три 
этапа: 1) изоляцию и очистку телец включения; 2) 
солюбилизацию агрегированного белка; 3) рефол
динг солюбилизированного белка. 

Несмотря на относительно высокую эффектив
ность прохождения первых двух этапов ренатура
ции, конечный выход целевого белка лимитируется 
именно повторной укладкой белковой молекулы 
(рефолдинг), что связано с возможностью образо
вания неактивных форм (продукты неправильного 
фолдинга), а также высокомолекулярных агрегатов 
при приобретении белком необходимой (нативной) 
конформации [8 ]. Основная проблема, препятству
ющая индустриализации процесса получения ре
комбинантных белков из телец включения, обус
ловлена отсутствием универсальных схем их ре
фолдинга. 

Подбор условий прохождения ренатурации аг
регированных белков осуществляется эмпириче
ским путем, и индивидуальные нерастворимые бел
ки, продуцируемые в Е. coli, требуют разработки 
уникальных протоколов для получения их в функ
ционально активной форме и с высоким выходом. 
Для масштабирования в условиях производства 
процесса ренатурации белков необходимыми усло
виями являются достижение высокой степени пра
вильно ренатурированного продукта при высокой 
концентрации последнего, кроме того, процесс дол
жен быть быстрым, недорогим и высокоэффектив
ным [4, 5 ] . 

В обзоре представлена общая стратегия ренату
рации нерастворимых белков, синтезированных в 
Е. coli, дана оценка методам, используемым для 
промышленного рефолдинга, описаны недавние до
стижения в области ренатурации белков, содержа
щих дисульфидные связи. Кратко рассмотрены 
причины, вызывающие агрегацию белков при рена
турации in vitro, и подходы, применяемые для 
увеличения выхода правильно ренатурированного 
продукта. Помимо этого приведены собственные 
данные по получению Fv-фрагмента из телец 
включения в биологически активной форме и оцен
ке эффективности прохождения рефолдинга. 

183 



ГИЛЬ ЧУ к п. в. 

Баланс между фолдингом и агрегацией in 
vitro. Основными причинами низкого выхода целе
вого белка in vitro в растворимом виде являются 
процессы агрегации и образование продуктов не
правильного фолдинга [8 ]. Агрегация — это меж
молекулярный процесс, зависящий от концентра
ции белка в растворе. Так как агрегация приводит 
к снижению количества белка, изучение ее приро
ды и путей in vitro может стать основой для 
разработки эффективных путей ренатурации и 
обеспечения поддержания высокой концентрации 
белка при прохождении рефолдинга. 

В результате удаления денатурирующего реа
гента при прохождении рефолдинга формируются 
промежуточные белковые формы, содержащие экс
понированные в раствор гидрофобные кластеры. 
Предполагают, что межмолекулярная ассоциация 
таких состояний молекул может служить стартовой 
точкой агрегационных процессов. [8, 16]. Форми
рующиеся переходные состояния молекул часто 
называют «расплавленными глобулами» и именно 
эти состояния молекулы определяют корректное 
завершение ее фолдинга, образование продуктов 
неправильного фолдинга или агрегацию полипеп
тидных цепей. Такие интермедиаты обладают зна
чительным количеством элементов вторичной 
структуры, в то время как элементы третичной 
структуры еще не сформировались. Как следствие 
этого, гидрофобные участки, находящиеся в норме 
в центре молекулы, экспонированы на поверхно
сти. Когда такие гидрофобные кластеры отдельных 
полипептидных цепей реагируют между собой, 
происходит нарушение прохождения корректного 
фолдинга отдельных цепей, что приводит к их 
агрегации. 

В результате исследований, целью которых 
являлось установление роли дисульфидных связей 
в агрегации, было показано, что некорректное 
спаривание цистеиновых остатков не является ос
новной причиной образования агрегатов, поскольку 
агрегация — неспецифический феномен. Считают, 
что первопричиной формирования агрегатов явля
ются гидрофобные взаимодействия, приводящие 
впоследствии к образованию межмолекулярных ди
сульфидных связей (ковалентная агрегация). В со
ответствии с этими представлениями предложена 
модель кластерно-кластерной мультимеризации пе
реходных состояний белковых молекул, предпола
гающая мультимеризацию отдельных белковых мо
лекул при взаимодействии их гидрофобных класте
ров [17]. 

Исходя из вышеизложенного полагают, что 
агрегация in vitro не является последовательным 
добавлением мономерных субъединиц к образован

ным белковым агрегатам и не прекращается при 
истощении мономерных форм белка в растворе. 
Основываясь на гипотезе о том, что агрегация 
является следствием межмолекулярного взаимодей
ствия между гидрофобными кластерами, были раз
работаны стратегии для снижения формирования 
агрегатов. На сегодня используют как минимум два 
подхода: теоретический компьютерный анализ гид
рофобных кластеров белковой молекулы с последу
ющей генно-инженерной заменой определенных 
аминокислотных остатков в полипептидной цепи 
[18, 19] и метод, основанный на экранировании 
ярко выраженных гидрофобных кластеров белко-. 
вых молекул специфическими реагентами [6]. 

Особенности формирования цитоплазматиче-
ских телец включения в бактериальной клетке. 
Хотя точная причина формирования бактериаль
ных телец включения не известна, проведенные 
исследования допускают возможность их образова
ния вследствие превышения предельной концентра
ции белка в клетке [1 ]. Так, разработанные высо
коэффективные экспрессионные системы Е. coli 
способны обеспечивать высокую скорость транс
крипции и трансляции чужеродной генетической 
информации. В условиях индукции суперэкспрес
сии в бактериальной цитоплазме происходит на
копление большого количества продуктов трансля
ции, которые могут ассоциировать быстрее, чем 
сформируются необходимые элементы третичной 
структуры белковых молекул [20 ]. Это приводит к 
преципитации синтезированного белка и образова
нию телец включения. 

Известно, что для поддержания белков в рас
творимом состоянии в клетках эукариотов реализу
ются три основных механизма: компартментализа-
ция продуктов трансляции, белково-белковые вза
имодействия и посттрансляционные модификации 
[7]. Образующиеся в результате трансляции на 
эукариотических рибосомах полипептидные цепи 
не распределяются хаотически в цитоплазме, а 
последовательно проходят через ряд компартмен-
тов, где происходит их фолдинг и ковалентные 
модификации. Отсутствие соответствующих систем 
распределения продуктов трансляции можно рас
сматривать как одну из возможных причин преци
питации гетерологических белков при их экспрес
сии в клетках прокариотов. 

Ключевым моментом образования и стабилиза
ции третичной структуры S-S-содержащих белков 
является формирование дисульфидных связей 
[21—-23]. Лактамаза и лактальбумин могут слу
жить редкими примерами белков, сохраняющих 
функциональную активность как в присутствии, 
так и в отсутствие стабилизирующей S-S связи. 
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Тем не менее, даже в таких случаях дисульфидные 
связи определяют особенности структуры белка. 
Так, три тиольных остатка в молекуле лактальбу-
мина не могут быть соединены произвольно, без 
потери белком функциональной активности. 

Формирование и изомеризация дисульфидных 
связей в белках — процесс, нуждающийся в фер
ментативном катализе. Замыкание дисульфидной 
связи обычно происходит одновременно с фолдин-
гом в эндоплазматическом ретикулуме эукариотов 
и периплазме граммотрицательных бактерий [22, 
24 ]. Внутриклеточные белки Е. coli редко содержат 
дисульфидные связи из-за восстанавливающего ха
рактера бактериальной цитоплазмы, обусловленно
го функционированием ферментативных систем, 
поддерживающих тиольные группы цистеиновых 
остатков цитоплазматических бактериальных бел
ков в восстановленном состоянии. Окисление ти
ольных групп синтезируемых бактериальной клет
кой белков катализируется периплазматическими 
белками, содержащими в активном центре SH-
группы остатков цистеина. Соответственно все ре-
комбинантные белки, экспрессируемые в цитоплаз
му Е. coli, содержат свободные SH-группы. В ряде 
случаев это может привести к накоплению таких 
белков в тельцах включения, особенно если ди
сульфидные связи являются элементом, стабилизи
рующим третичную структуру молекулы. Подо
бный эффект был показан при экспрессии в цито
плазме Е. coli иммуноглобулиновых доменов (Fv), 
содержащих в своей структуре два цистеиновых 
остатка [25, 26]. Эти цистеины в норме образуют 
дисульфидный мостик между двумя антипарал
лельными /3-слоями, стабилизируя характерный 
для данной молекулы тип пространственной уклад
ки — immunoglobulin fold». При экспрессии Fv 
клетками Е. coli в большинстве случаев наблюда
лось образование цитоплазматических телец вклю
чения. 

Таким образом, отсутствие компартментализа-
ции продуктов трансляции, невозможность форми
рования дисульфидных связей в цитоплазме, ис
пользование систем суперсинтеза при экспрессии 
эукариотических белков в клетках бактерий можно 
рассматривать как основные причины образования 
телец включения. 

Методы солюбилизации и очистки телец 
включения. Клетки, содержащие тельца включе
ния, разрушают, а растворимую белковую фрак
цию удаляют центрифугированием. В ряде случаев 
перед разрушением в клеточную суспензию вносят 
ферменты, например лизоцим, для повышения ско
рости и эффективности лизиса. Для предотвраще
ния протеолитической деградации используют ин

гибиторы протеиназ, которые вносят прямо в лизи-
рующий буфер [6 ]. 

Осажденные тельца включения промывают бу
фером, содержащим хаотропные реагенты в низких 
концентрациях (0,5—2 М гуанидин-хлорид) или 
детергенты (1 %-й тритон Х-100, 0,1—0,5 %-й 
холат натрия). Этот этап необходим для удаления 
небелковых примесей, а также белков, которые, 
адсорбируясь на тельцах включения благодаря гид
рофобным взаимодействиям, могут в дальнейшем 
влиять на прохождение рефолдинга и конечный 
выход целевого белка [3, 4 ]. 

Отмытые от гидрофобных примесей тельца 
включения солюбилизируют, используя сильные 
денатуранты (8 М мочевина, 6 М гуанидин-хлорид, 
тиоционатные соли) или детергенты (0,3—1 % 
SDS, 1 % бромид цетилтриметиламмония, 2 % 
N-лаурилсаркозин). При необходимости в солюби-
лизирующий буфер вносят восстанавливающие 
агенты (до 50 мМ 2-меркаптоэтанол, 1 мМ дитио-
треитол (ДТТ), дитиоэритритол (ДЭТ) или цисте-
ин). Для удаления ионов металлов, приводящих к 
нежелаемому окислению тиольных групп белка, в 
солюбилизирующий буфер могут быть также вклю
чены хелатирующие реагенты (1 —10 мМ ЭДТА, 
ЭГТА). Рабочую температуру во время солюбили
зации белка подбирают в зависимости от состава 
буфера и солюбилизирующего агента. Чаще всего 
растворение проводят при температуре 30 °С [20]. 

Кроме солюбилизации в присутствии высоких 
концентраций денатурантов или детергентов, для 
растворения телец включения используют щелоч
ные или кислые буферные растворы с крайними 
значениями рН в комбинации с вышеперечислен
ными условиями. Так, для многих белков эффек
тивной солюбилизации можна достичь при исполь
зовании N-лаурилсаркозина и щелочных значений 
рН (50 мМ CAPS (З-(циклогексиламино)-І-про-
пансульфоновая кислота), рН 11,0) [26]. Данный 
принцип использовали для разработки коммерче
ского набора реагентов при ренатурации нераство
римых белков (Protein Refolding Kit, «Novagen», 
США). Показана возможность солюбилизации те
лец включения 70 %-й муравьиной кислотой [10]. 

При агрегации белка в периплазме продукт 
может быть получен методом солюбилизации in 
situ. При этом подходе денатурант и восстанавли
вающий реагент вносят в культуральную среду в 
конце ферментации и клеточный дебрис отделяют 
от растворимого материала методом двухфазной 
экстракции [4]. 

При подборе условий солюбилизации телец 
включения необходимо учитывать тот факт, что в 
процессе растворения белка может происходить его 
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необратимая денатурация. Это зависит от особен
ностей структуры индивидуальных белков. Напри
мер, солюбилизация не всех белков совместима с 
«экстремальными» значениями рН. При растворе
нии в присутствии мочевины важно использовать 
свежеприготовленные растворы, так как при повы
шенной температуре и щелочных значениях рН 
образуются цианат-ионы, способные ковалентно 
модифицировать первичные аминогруппы белка. 
Применение SDS и других ионных детергентов для 
солюбилизации ограничено трудностью их удале
ния на последующих этапах рефолдинга [20, 28 ]. 

Предварительная промывка телец включения 
растворами детергентов не позволяет полностью 
избавиться от сопутствующих примесей. Тельца 
включения могут быть в различной степени конта-
минированы бактериальными белками, нуклеино
выми кислотами и мембранными компонентами. В 
зависимости от условий экспрессии содержание 
целевого белка в тельцах включения составляет 
60—95 %. Показано, что наличие примесей может 
вызывать агрегацию рекомбинантных белков при 
прохождении рефолдинга. Небелковые примеси 
оказывают незначительный эффект на процесс ре
фолдинга, в то время как белковые — могут суще
ственно снижать выход целевого продукта вследст
вие межмолекулярных ковалентных взаимодейст
вий и коагрегации. 

Для очистки солюбилизированных рекомби
нантных белков широко применяют хроматографи-
ческие методы. В промышленных целях обычно 
используют металлхелатирующую, ионообменную, 
обратнофазную хроматографию, а также гель-
фильтрацию [5, 6, 15, 29, 30, 31 ]. Преимущество 
данных методов состоит в возможности проведения 
очистки в условиях, при которых солюбилизиро-
ванный белок находится в денатурированном состо
янии и не образует агрегатов. 

Одним из недавно предложенных оригиналь
ных подходов, позволяющих параллельно прово
дить очистку от сопутствующих бактериальных 
белков, а также рефолдинг колоночным методом 
(on column refolding), является выборочная, неко-
валентная иммобилизация рекомбинантных бел
ков, несущих добавленный генно-инженерным пу
тем CBD фрагмент (cellulose binding domain) на 
целлюлозном сорбенте. При нанесении клеточного 
лизата Е. coli в присутствии 6 М мочевины на 
колонку происходит выборочное связывание реком-
бинантного белка, несущего CBD фрагмент, с цел
люлозным матриксом, а сопутствующие белки и 
небелковые примеси удаляют промыванием. Иммо-
билизированный белок ренатурируют в линейном 
градиенте концентрации мочевины, а при опреде

ленных значениях рН возможна элюция активного, 
высокоочищенного целевого белка с сорбента [29 ]. 

Подходы, применяемые для рефолдинга со
любилизированных белков. Рефолдинг растворен
ного белка инициируется удалением из солюбили-
зирующего буфера денатуранта и (в случае необхо
димости дальнейшего формирования дисульфидной 
связи) восстанавливающего реагента. Для этих це
лей применяют несколько подходов, таких как 
разведение, диализ, диафильтрацию и колоночный 
метод [4, 5, 15]. 

Одностадийный диализ. Метод основан на от
носительно медленном удалении солюбилизирую-
щего реагента через мембрану с фиксированным 
размером пор. Рефолдинг при высоких концентра
циях белка (0,1—10 мг/мл) осуществляют в при
сутствии реагентов, препятствующих агрегации. 
При низкой концентрации белка (1—100 мкг/мл) 
рефолдинг можно проводить и в отсутствие таких 
веществ. 

Многостадийный (ступенчатый) диализ до
стигается постепенным понижением концентрации 
денатуранта в ренатурирующем буфере. Этот под
ход может быть полезен в том случае, когда 
промежуточные концентрации денатуранта предот
вращают агрегацию и/или дестабилизируют про
дукты неправильного фолдинга, не влияя сущест
венно на стабильность правильно ренатурированно
го белка. 

Поскольку при диализе равновесие в системе 
устанавливается довольно долго, этот процесс ре
дко применяют для получения препаративных ко
личеств белка. Кроме того, при достижении проме
жуточных концентраций денатуранта возможна аг
регация белка. Для промышленных целей более 
применим метод диафильтрации [5]. При данном 
подходе удаление денатуранта не лимитируется 
скоростью диффузионного процесса, однако значи
тельные уровни накопления денатурированного 
белка на мембране ограничивают широкое исполь
зование этого метода. 

Разведение. При рефолдинге путем разведения 
ренатурирующий буфер вносят прямо в раствор 
солюбилизированного белка [20]. Медленное вне
сение ренатурирующего буфера обеспечивает под
держание оптимальной для прохождения рефол
динга концентрации белка [32]. Разведение может 
осуществляться сразу (обратное разведение) или 
аликвотами (импульсное разведение). Существен
ным недостатком данного подхода является необхо
димость дальнейшего концентрирования белка из 
сильно разведенных растворов, а также высокое 
содержание продуктов неправильного фолдинга 
[29]. 
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Гель-фильтрация, Быстрый и эффективный 
метод, с успехом использованный для ренату рации 
ряда белков [4, 5 ]. Обычно для ренатурации мето
дом гель-фильтрации применяют буферы, содержа
щие денатуранты в низких концентрациях (до 1 М 
мочевины) и тиол/дисульфидные пары для форми
рования дисульфидных связей (см. ниже — окисли
тельный рефолдинг белков). Однако данный под
ход применим только к белкам, не образующим 
нерастворимых промежуточных продуктов. 

Колоночная ренатурация разработана как 
комплексный подход для оптимизации условий ре-
фолдинга нерастворимых белков [5, 6, 15]. В этих 
работах показано, что агрегацию белка в растворе 
можно предотвратить, иммобилизируя индивиду
альные полипептидные цепи на твердых носителях. 
Преимуществом этого метода является простота, 
быстрота и высокая эффективность, кроме того, 
при данном подходе отсутствуют ограничения, свя
занные с наносимыми на колонку объемами белка. 
Метод колоночной ренатурации высокотехнологи
чен, поскольку позволяет проводить эффективный 
рефолдинг и очистку целевого продукта в один 
этап. 

Некоторые белки, несущие заряд при нейт
ральных значениях рН, могут быть иммобилизиро-
ваны на ионообменных сорбентах. Связывание с 
ионообменником происходит в растворах денату-
рантов, содержащих соли в низких концентрациях. 
Рефолдинг достигается путем градиентного удале
ния денатуранта с последующей элюцией белков с 
сорбента при повышении концентрации солей или 
изменении рН. Метод ионообменной хроматогра
фии используется только для рефолдинга неболь
ших белков, несущих заряд в диапазоне оптималь
ных для ренатурации значений рН. 

Для рефолдинга незаряженных белков описано 
использование методов обратнофазной хроматогра
фии (RPH) и хроматографии гидрофобного взаимо
действия (НІС) [5]. 

Наиболее универсальным подходом для оценки 
условий колоночной ренатурации рекомбинантных 
белков является иммобилизация полипептидных 
цепей за счет специфического связывания с сорбен
том. Обычно синтезируемые бактериальной клет
кой рекомбинантные белки несут добавленные ген
но-инженерным путем Tag-фрагменты — N-, С-
концевые пептидные последовательности или 
белковые домены, способные к аффинному связы
ванию с определенными лигандами [31, 33]. Осо
бенность некоторых Tag-фрагментов заключается в 
возможности связывания с лигандами в денатури
рующих условиях [6, 29]. Аффинная иммобилиза
ция на сорбенте белков, несущих фрагменты Tag, 

предотвращает межмолекулярные взаимодействия 
белковых молекул при градиентном удалении со-
любилизирующего реагента. 

Наиболее перспективным с этой точки зрения 
является метод металлхелатирующей хроматогра
фии, основанный на нековалентном взаимодейст
вии 6 • гистидинового фрагмента рекомбинантных 
белков (His-Tag) с ионами никеля (Ni 2 + ), образую
щими координационные связи с остатками нитри-
лотриуксусной кислоты. Ряд промышленных сор
бентов, использующих данный принцип, выпуска
ется фирмой «Quagen» (США). Этот подход был 
успешно применен для ренатурации многих нера
створимых белков [15]. Иммобилизация на сорбен
те позволяет оптимизировать рефолдинг, оценивая 
влияние температуры, концентрации белка, рН 
ренатурирующего буфера, а также действие окис
лительно-восстановительных реагентов, двухвален
тных катионов и других факторов на скорость и 
эффективность прохождения процесса. 

Колоночный метод был успешно использован в 
нашей лаборатории для ренатурации ScFv (single 
chain antibody), синтезируемых в Е. coli как тельца 
включения. В одном из случаев для получения 
функционально активного Fv-фрагмента к интер
ферону а2Ъ человека применяли комбинированный 
подход, основанный на последовательном использо
вании методов формирования дисульфидных мос
тиков in vitro и колоночной ренатурации. Монито
ринг эффективности прохождения рефолдинга Fv-
фрагмента проводили методом оценки способности 
связывать соответствующий лиганд (интерферон) 
при иммобилизации ренатурированного продукта 
на аффинной матрице, последующей элюции ком
плекса и определения молярного соотношения 
Fv/лиганд в комплексе. Эффективность прохожде
ния рефолдинга Fv-фрагмента определяли также 
методом оценки связывающей способности белка в 
ELISA и гель-фильтрацией, корректность формиро
вания дисульфидных мостиков проверяли методом 
электрофореза в неденатурирующих условиях (не
опубликованные данные). Выходы целевого про
дукта составляли до 40 % от белка, накапливаемо
го в тельцах включения, что почти на порядок 
выше, чем при ренатурации Fv стандартными ме
тодами [28, 32]. Полученные нами оригинальные 
результаты по рефолдингу Fv-фрагмента являются 
одним из этапов цикла работ по клонированию и 
суперэкспрессии в Е. coli рекомбинантных антител 
и представлены в заявке на патент. 

Имитация шапероновой активности. Этот 
подход был разработан при попытке имитации 
действия шапероновых белков, в частности GroEL-
GroES, in vitro [34]. Стратегия рефолдинга основа-
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на на том, что к белку, который изначально 
находится в растворе детергента, добавляют поли
сахарид циклодекстрин, способный медленно свя
зывать детергент. Данный принцип успешно ис
пользован для рефолдинга ряда белков. 

Преципитация. В некоторых случаях разведе
ние солюбилизированных мочевиной белков рас
творами, способствующими преципитации, могут 
облегчить ренатурацию [20 ]. Описан метод ренату
рации в суспензии, основанный на использовании 
реагентов, применяемых для преципитации белков. 

Окислительный рефолдинг белков. В случае 
необходимости получения белков, содержащих ди
сульфидные связи, ренатурирующий буфер должен 
обеспечивать окисление тиольных групп опреде
ленных цистеиновых остатков [2, 3, 5, 8, 35]. Это 
достигается следующим образом: на этапе солюби
лизации вносят восстанавливающие реагенты, та
кие как ДТТ, которые предотвращают спонтанное 
окисление тиольных групп, приводящее к образо
ванию межмолекулярных ковалентных сшивок и 
некорректных дисульфидов в пределах полипеп
тидной цепи. Восстанавливающие реагенты затем 
удаляют диализом и в ренатурирующий буфер при 
необходимости вносят тиол/дисульфидные пары 
для катализа корректного формирования дисуль-
фидной связи и предотвращения получения неак
тивных продуктов. Такая реакция происходит в два 
этапа. На первом этапе сульфгидрильные группы 
цистеинов белка, реагируя с аналогичными группа
ми тиольных реагентов, образуют смешанный ди
сульфид, обеспечивающий впоследствии формиро
вание внутримолекулярной дисульфидной связи. 
На прохождение этой реакции влияют многие фак
торы, включая инкубационную температуру, рН 
среды (рН 8—9 способствует образованию тиолят-
ного аниона S-), конформацию и близость располо
жения цистеиновых остатков, а также стерическую 
доступность и реакционную способность тиольных 
групп [20 ]. Белки, в которых отсутствуют дисуль
фидные связи, могут быть солюбилизированы и 
ренатурированы без добавления восстанавливаю
щих реагентов. 

Для формирования дисульфидных мостиков в 
белках во время рефолдинга используют следую
щие подходы: окисление сульфгидрильных групп 
кислородом воздуха [28 ], внесение в ренатурирую
щий буфер окислительно-восстановительных пар 
или сульфонатных реагентов [6, 21, 27], окисление 
при повышении рН [20, 29 ]. 

Во многих роботах показано, что для белков, 
содержащих более одной дисульфидной связи, эф
фективность окисления кислородом воздуха до
вольно низкая, сопровождается произвольным спа

риванием цистеиновых остатков в результате внут
ри- и межмолекулярных взаимодействий и, кроме 
того, требует наличия в растворе двухвалентных 
катионов (Cu 2 +, Fe 3 + ) , выступающих в роли соокис-
лителей. 

Высокой степени окисления цистеиновых ос
татков в белках можна достичь при использовании 
в определенных соотношениях окисленных и вос
становленных форм тиолов. Присутствие в ренату-
рирующем буфере этих пар способствует формиро
ванию дисульфидных связей, а также их изомери
зации при образовании некорректных дисульфидов. 
Для таких целей наиболее часто используют низ
комолекулярные тиолы—восстановленный/окис
ленный глутатион, ДТТ/окисленный глутатион, 
ДТЭ/окисленный глутатион, цистеин/цистин. Ре
комендуемые концентрации для формирования ди
сульфидной связи составляют 1—10 мМ восстанов
ленного тиола и соотношение восстановленной и 
окисленной форм от 10:1 до 3:1. Выходы корректно 
ренатурированного белка зависят от особенностей 
белковой молекулы и количества цистеиновых ос
татков, но в среднем они составляют 1—30 %. 
Недостатком таких систем является высокая сто
имость некоторых реагентов, в частности, окислен
ного глутатиона, а также высокая вероятность 
образования продуктов неправильного фолдинга 
[22]. 

Одним из подходов для окисления белков во 
время рефолдинга является формирование в рас
творах 8 М мочевины смешанного дисульфида 
между окисленным глутатионом и восстановлен
ным белком [20 ]. Образование смешанного дисуль
фида повышает растворимость денатурированного 
белка за счет усиления гидрофильности полипеп
тидной цепи. Замыкание дисульфидной связи ин
дуцируется разведением мочевины и добавлением 
каталитических количеств восстановленной формы 
тиола на последующих этапах ренатурации. Вместо 
мочевины для этих же целей может быть использо
ван 6 М гуанидин-хлорид или 1 % SDS, однако 
использование SDS ограничивается трудностью его 
дальнейшего удаления. 

Одним из оригинальных подходов является 
обеспечение корректного формирования дисуль
фидных мостиков в присутствии высоких концент
раций детергента и каталитических количеств не
которых ионов (Cu 2 +, Fe 3 + ) . Так, для Fv-фрагмента, 
синтезируемого в тельцах включения, была пока
зана возможность получения больших количеств 
правильно ренатурированного продукта. Это дости
галось путем окисления кислородом воздуха солю-
билизированного в растворах N-лаурилсаркозила 
белка [28 ]. При окислении белка в присутствии 
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детергента не наблюдалось формирования межмо
лекулярных дисульфидов, а при дальнейшем ре-
фолдинге методом диализа из растворов мочевины 
окисленного в таких условиях Fv-фрагмента эф
фективно предотвращалась агрегация. Этими же 
авторами было показано, что наличие в растворе 
детергента обеспечивает возможность взаимодейст
вия тиольных групп четырех цистеиновых остатков 
Fv-фрагмента в комбинации Sj-S 2 /S 3 -S 4 . Использо
вание для рефолдинга этого же белка системы 
окисленный/восстановленный глутатион с последу
ющим диализом из растворов мочевины приводило 
к образованию всех трех белковых форм — продук
тов неправильного фолдинга, которые являлись 
результатом случайного внутримолекулярного спа
ривания сульфгидрильных групп (Si-S 2/S 3-S 4 , S,-
S 3 /S 2 -S 4 , Sj-S 4/S 2-S 3), а также сильной агрегации. 
Как полагают авторы, данный подход применим 
для получения из телец включения в биологически 
активной форме многих белков, содержащих функ
циональные дисульфидные связи. 

Повышение выхода правильно ренатуриро-
ванного продукта. При оптимизации условий ре
натурации необходимо принимать во внимание три 
фактора, совокупность которых будет влиять на 
конечный выход правильно ренатурированного бел
ка: 1) особенности структуры белковой молекулы; 
2) выбор адекватного метода рефолдинга; 3) состав 
ренатурирующего буфера. 

Роль аминокислотного состава белка. Для 
подбора рН ренатурирующего буфера часто исполь
зуют анализ суммарного заряда полипептидной 
цепи. Если заряд белковой молекулы близок к 
нулю, рефолдинг при нейтральных значениях рН 
может приводить к агрегации и низким выходам 
ренатурированного продукта. 

Присутствие большого количества ароматиче
ских или алифатических аминокислотных остатков 
приводит к уменьшению растворимости белка при 
ренатурации вследствие агрегации промежуточных 
продуктов рефолдинга. Наиболее простой страте
гией предотвращения образования агрегатов явля
ется использование различных низкомолекулярных 
реагентов. Такие молекулы, конкурируя в гидро
фобных кластерах, препятствуют образованию аг
регатов и могут быть легко удалены после заверше
ния рефолдинга [3, 5, 6, 28 ]. 

Роль простетических групп. Знание необходи
мых кофакторов и простетических групп опреде
ленных белков может помочь в подборе состава 
буфера для ренатурации. Внесение в ренатурирую-
щий буфер кофакторов, лигандов, субстратов или 
простетических групп в большинстве случаев спо
собствует более эффективному прохождению ре

фолдинга сложных белков. Например, бактериаль
ная щелочная фосфатаза нуждается в присутствии 
катионов Zn 2 + для правильного рефолдинга и кати
онов Mg 2 + — для проявления полной энзиматиче-
ской активности [27]. Если солюбилизированные 
тельца включения, в которые экспрессирована фос
фатаза, диализировать против буфера, содержаще
го оба этих компонента, проходит эффективный 
рефолдинг с высоким выходом функционально ак
тивного белка. Однако использование двухвалент
ных катионов не рекомендуется в присутствии 
низкомолекулярных тиолов, так как это приводит 
к окислению восстанавливающего реагента. 

Стабилизация продуктов рефолдинга и сни
жение агрегации. На способность предотвращать 
агрегационные процессы были тестированы разно
образные компоненты. Механизм их действия за
ключается в стабилизации нативного состояния 
конечных продуктов рефолдинга, дестабилизации 
продуктов неправильного фолдинга, повышении 
растворимости промежуточных продуктов, а также 
повышении растворимости солюбилизированного 
белка [8]. 

Наиболее прямой подход к минимизации агре
гации состоит в понижении концентрации белка. 
Было показано, что оптимальная концентрация 
белка для обеспечения максимального эффекта ре
фолдинга находится в диапазоне 10—30 мкг/мл [2, 
32]. Очевидно, что проведение рефолдинга белка 
при таких низких концентрациях нетехнологично. 

Одним из подходов для снижения агрегации и 
проведения рефолдинга при относительно высокой 
концентрации белка (до 4 мг/мл) является метод 
«температурного скачка» [3]. Суть его состоит в 
том, что начальный этап рефолдинга проводят при 
низкой температуре, позволяющей минимизиро
вать агрегацию, а затем быстро поднимают темпе
ратуру, что обеспечивает завершение ренатурации, 
в то время как белковые интермедиаты, ответст
венные за агрегацию, выпадают в осадок. 

Для некоторых белков показано, что рефол
динг может осуществляться при относительно высо
ких концентрациях денатуранта (до 2 М мочевины 
или гуанидин-хлорида), причем при данных усло
виях агрегаты остаются в растворенном состоянии 
[20, 36]. Разработаны подходы осуществления ре
фолдинга белка при умеренных концентрациях де
натуранта [35 ]. В одном из них рефолдинг начина
ется с диализа против буфера, содержащего дена
турант в высоких концентрациях (8 М мочевина) и 
тиол/дисульфидные реагенты. Затем проводят поэ
тапную замену диализного буфера на буфер, не 
содержащий денатуранта, но содержащий окисли
тельно-восстановительную пару. Использование 
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данного подхода позволило ренатурировать с 70 
%-м выходом иммуноглобулин G при конечной 
концентрации белка 1 мг/мл [3]. Показано, что 
для белков, не обладающих тенденцией агрегиро
вать при умеренных концентрациях денатуранта, 
эффективным подходом для проведения рефолдин
га является ступенчатый диализ. Для белков, агре
гирующих при умеренных концентрациях денату
ранта, более предпочтительно непосредственное 
разведение в ренатурирующем буфере после солю
билизации. 

Некоторые аминокислоты (глицин, аргинин) 
проявляют хорошие солюбилизирующие способно
сти при щелочных значениях рН. Для этих же 
целей применимы некоторые сахара и спирты, 
такие как глицерол (5—20 % ) , этиленгликоль, 
глюкоза, сахароза (10 % ) . Близкий эффект оказы
вают некоторые детергенты в очень низких кон
центрациях (0,1—0,5 % NP-40, 0,005 % твин-20), 
а также определенные анионы (фосфаты, сульфа
ты) и катионы (MES, HEPES). Фактически не 
влияя на скорость самого процесса рефолдинга, эти 
реагенты уменьшают вероятность образования аг
регатов, участвуя в дестабилизации межмолеку
лярных гидрофобных взаимодействий [6]. Для об
легчения рефолдинга некоторых белков рекоменду
ется включение солей. 

Сурфактанты и детергенты могут способство
вать более эффективному прохождению рефолдин
га [11, 28]. Обратной стороной использования де
тергентов является трудность их удаления за счет 
формирования связанных с белковой молекулой 
мицелл, которые очень медленно удаляются в про
цессе диализа. Для их удаления используют экст
ракцию неорганическими растворителями или 
ионообменную хроматографию. 

Использование шаперонов. Для разработки 
промышленных методов рефолдинга обсуждается 
возможность использования природной активности 
шаперонов и фолдаз in vitro. Показано, что некото
рые шапероны, внесенные непосредственно в рена-
турирующий буфер, способны обеспечивать кор
ректный рефолдинг тех белков, которые являются 
для них субстратами. Однако широкое применение 
этого подхода ограничивается высокой стоимостью, 
так как отсутствуют схемы повторного использова
ния шаперонов, а также возникает необходимость 
очистки рекомбинантного белка от шаперонов по
сле проведения ренатурации [4]. Интенсивно раз
рабатываются подходы по использованию для рена
турации белков иммобилизированных шаперонов 
[37]. 

Индустриализация процесса рефолдинга. 
Многими биотехнологическими компаниями осу

ществлена индустриализация процесса рефолдинга 
нерастворимых белков [4, 9 ] . Высокотехнологич
ным и наиболее перспективным направлением яв
ляется использование для рефолдинга белков коло
ночных методов. Коммерческие хроматографиче-
ские системы позволяют легко автоматизировать 
процесс рефолдинга белков, а также проводить 
автоматический скрининг оптимальных условий 
прохождения рефолдинга [5, 15]. Для мониторинга 
его успешного прохождения используют разные 
аналитические подходы, основанные на тестирова
нии энзиматической активности ренатурированных 
белков, измерении собственной флуоресценции, 
определении степени агрегации [15, 38]. 

Одним из примеров индустриализации процес
са рефолдинга является уникальная технология, 
разработанная фирмой «Proteom Tech. Іпс.» 
(США). Этой фирмой создана автоматизированная 
система скрининга условий рефолдинга белка (the 
Pt-Fold Technology). С помощью этой системы 
фирма провела эффективный рефолдинг более 250 
белков. Фирма сейчас предлагает Pt-Fold-техноло-
гию как сервис для биологических лабораторий во 
всем мире. 

Выводы. Многие рекомбинантные белки, пред
ставляющие коммерческую ценность, при экспрес
сии в клетках Е. coli образуют нерастворимые 
агрегаты — тельца включения. В большинстве слу
чаев агрегированные белки могут быть солюбили-
зированы и ренатурированы с полным возвратом 
их биологической активности. 

Основные проблемы, препятствующие индуст
риализации этого процесса, обусловлены отсутст
вием универсальных схем ренатурации. Подбор 
условий прохождения ренатурации осуществляется 
эмпирическим путем, и индивидуальные белки 
требуют разработки уникальных протоколов для 
получения их в функционально активной форме и 
с высоким выходом. 

Для масштабирования в условиях производства 
процесса ренатурации белков необходимым услови
ем является достижение высокой степени правиль
но ренатурированного продукта при высокой кон
центрации последнего, кроме того, процесс должен 
быть быстрым, недорогим и высокоэффективным. 

Индустриализация процесса ренатурации воз
можна после оптимизации условий солюбилизации 
и рефолдинга целевого белка. Этого можно достичь 
при использовании различных стратегий, таких 
как оценка влияния температуры, концентрации 
белка, состава солюбилизирующего и ренатуриру-
ющего буферов, действия окислительно-восстано
вительных реагентов, двухвалентных катионов и 
других факторов на скорость и эффективность 
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прохождения рефолдинга, предотвращения агрега
ции и образования продуктов неправильного фол
динга. Высокотехнологичным и наиболее перспек
тивным для промышленного получения функцио
нально активного продукта из телец включения Е. 
coli является использование методов колоночной 
ренатурации. 

Автор выражает искреннюю благодарность 
профессору А. И. Корнелюку за высказанные кри
тические замечания. 

P. V. Gilchuk 

Evaluation of renaturation methods for industrial obtaining of 
recombinant proteins from Escherichia coli inclusion bodies in 
biologically active form 

Summary 

One of the widely used strategies for the production of recombinant 
proteins in Escherichia coli cells is their accumulation as insoluble 
cytoplasmatic aggregates — inclusion bodies — during the expres
sion. The advantage of such synthesis is determined by the high 
leves of accumulation and purity of the target protein as well as by 
the possibility to carry out successful renaturation and to obtain 
active product from insoluble aggregates under conditions in vitro. 
The main problem hindering industrialization of this process is 
caused by the absence of universal renaturation schemes, as 
refolding of the recombinant proteins is an empiric process and 
needs the development of unique protocols for individual proteins. 
Study on main aggregation modes and folding processes in vivo 
allowed developing effective approaches for the refolding of many 
recombinant proteins. The evaluation of some contemporary me
thods of protein refolding is given in the review. The main strategies, 
that can be used for the industrial obtaining of proteins from 
bacterial inclusion bodies, are discussed. Recent achievements in the 
area of refolding recombinant proteins that contain disulfide bonds 
(oxidative refolding) are briefly described. The reasons of protein 
aggregation in the process of in vitro renaturation as well as the 
approaches used for increasing yield of correctly refolded protein are 
analyzed. 

П. В. Гільчук 

Оцінка методів ренатурації для промислового отримання 
рекомбінантних білків із тілець включення Escherichia coli 
в біологічно активній формі 

Резюме 

Однією із стратегій, широко використовуваних для отриман
ня рекомбінантних білків у клітинах Е. coli, є їхнє накопичен
ня при експресії у вигляді нерозчинних цитоплазматичних 
агрегатів — тілець включення. Переваги такого синтезу обу
мовлені високими рівнями накопичення і чистоти цільового 
білка в тільцях включення, а також можливістю проведення 
успішної ренатурації білка in vitro. Основна проблема, яка 
перешкоджає індустріалізації цього процесу, обумовлена від
сутністю універсальних схем ренатурації, оскільки рефолдинг 
рекомбінантних білків залишається емпіричним процесом і 
потребує розробки унікальних протоколів для індивідуальних 
білків. Вивчення основних шляхів агрегації, а також особливо
стей фолдингу in vivo дозволило розробити ефективні підходи 
для проведення рефолдингу багатьох рекомбінантних білків. В 
огляді оцінено деякі сучасні методи ренатурації та описано 

загальні стратегії, які можна застосовувати для промислово
го отримання білків із бактеріальних тілець включення. Сти
сло проаналізовано новітні досягнення, що стосуються рена
турації рекомбінантних білків, які містять дисульфідні зв'яз
ки (окислювальний рефолдинг), розглянуто причини, що викли
кають агрегацію білків під час ренатурації in vitro, а також 
підходи, які застосовують для підвищення виходу правильно 
ренатурованого продукту. 
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