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ПОЛУЧЕНИЕ БЫЧЬЕГО РЕКОМБИНАНТНОГО  
ИНТЕРФЕРОНА АЛЬФА В СИСТЕМЕ ESCHERICHIA COLI  

И ЕГО РЕФОЛДИНГ

Интерфероны – сигнальные белки, секретируемые клетками птиц и млекопитающих в ответ 
на вирусную инфекцию, которые активируют неспецифический противовирусный иммунный от-
вет. В последние годы препараты интерферонов показали свою эффективность в профилактике 
и лечении вирусных инфекций у человека и животных. Однако в Казахстане такие препараты 
не производятся и поставляются из других стран. Поэтому разработка отечественной техно-
логии получения рекомбинантных интерферонов для сельскохозяйственных животных является 
важной задачей для укрепления ветеринарной безопасности Казахстана. В данной работе был 
клонирован ген бычьего α-интерферона (Bos taurus) и разработан продуцент рекомбинантного 
белка на основе бактерии Escherichia coli и были подобраны оптимальные условия его культиви-
рования. Однако было установлено, что продуцируемый белок накапливается в тельцах включе-
ниях и не может быть выделен в нативных условиях. Соответственно, синтезированный реком-
бинантный белок был выделен после растворения в буфере, содержащем 6 М гуанидинхлорид, 
а затем очищен и подвергнут рефолдингу с помощью металл-аффинной хроматографии на Ni-
NTA-агарозе. Выход целевого белка после рефолдинга составил 3,3 мг с литра бактериальной 
культуры. Таким образом, был разработан лабораторный метод получения рекомбинантного 
бычьего α-интерферона. В дальнейшем планируется проведение испытаний противовирусной 
активности рекомбинантного белка и масштабирование технологии для промышленного произ-
водства отечественного препарата.
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Production of bovine recombinant interferon alpha  
in the Escherichia coli system and its refolding

Interferons are signaling proteins secreted by the cells of birds and mammals in response to viral 
infection, which activates nonspecific antiviral immune response. In recent years, interferon prepara-
tions have shown effective in the prevention and treatment of viral infections in humans and animals. 
However, such preparations are not produced in Kazakhstan and are supplied from other countries. 
Therefore, developing a local technology for producing recombinant interferons for farm animals is an 
important task for strengthening Kazakhstan’s veterinary security. In this study, the α-interferon gene of a 
cattle (Bos taurus) was cloned and a recombinant protein producer based on the bacterium Escherichia 
coli was developed. In addition, optimal cultivation conditions to produce recombinant protein were se-
lected. However, it was determined that the protein produced accumulated in inclusion bodies and was 
not able to be isolated under native conditions. Accordingly, the synthesized recombinant protein was 
isolated after dissolution in a buffer containing 6 M guanidine chloride and then purified and refolded 
using metal affinity chromatography with Ni-NTA agarose. Finally, the yield of the target protein after 
refolding was 3.3 mg per liter of bacterial culture. Thus, a laboratory method for producing bovine re-
combinant α-interferon was developed. In the future, it is planned to conduct tests of the antiviral activity 
of the recombinant protein and scale up the technology for industrial production of the domestic drug. 
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Escherichia coli жүйесінде сиырдың рекомбинантты 
 альфа-интерферонды алу және оның рефолдингі

Интерферондар – құстар мен сүтқоректілердің жасушалары вирустық инфекцияға жауап ре-
тінде бөлетін сигналдық белоктар. Олар спецификалық емес вирусқа қарсы иммундық жауапты 
белсендіреді. Соңғы жылдары интерферон препараттары адамдар мен жануарлардағы вирустық 
инфекциялардың алдын алу және емдеуде тиімділігін көрсетті. Дегенмен, мұндай препараттар 
Қазақстанда өндірілмейді және басқа елдерден жеткізіледі. Сондықтан ауылшаруашылық жа-
нуарларына арналған рекомбинантты интерферондарды өндірудің отандық технологиясын әзір-
леу Қазақстандағы ветеринариялық қауіпсіздікті нығайту үшін маңызды міндет болып табылады. 
Бұл зерттеуде ірі қара малдың α-интерферон гені (Bos taurus) клондалды, Escherichia coli бакте-
риясына негізделген рекомбинантты белок өндірушісі жасалды және оңтайлы өсіру жағдайла-
ры таңдалды. Дегенмен, өндірілген белок инклюзивті денелерде жиналатыны және жергілікті 
жағдайларда бөліп алуға болмайтыны анықталды. Тиісінше, синтезделген рекомбинантты белок 
6 М гуанидин хлориді бар буферде ерігеннен кейін бөлініп алынды, содан кейін Ni-NTA агаро-
зындағы металл аффинді хроматографияны қолдана отырып тазартылып, қайта бүктелді. Қай-
та бүктелгеннен кейін мақсатты ақуыздың өнімділігі бактериялық дақылдың бір литріне 3,3 мг 
құрады. Осылайша, рекомбинантты ірі қара малдың α-интерферонын алудың зертханалық әдісі 
жасалды. Болашақ жоспарларға рекомбинантты белоктың вирусқа қарсы белсенділігін тексеру 
және отандық препаратты өнеркәсіптік өндіру технологиясын кеңейту кіреді.

Түйін сөздер: интерферондар, сиырлар, ірі қара мал, рекомбинантты белоктар.

Сокращения и обозначения

IFN – интерферон, MALDI-TOF МС – матрич-
но-ассоциированная лазерная десорбция/иони-
зация – времяпролетная масс-спектрометрия, 
ДЭ ПААГ – денатурирующий электрофорез в 
полиакриламидном геле, п.о. – пара оснований, 
ИПТГ – Изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид.

Введение

Интерфероны – это группа цитокинов, низко-
молекулярных белков (около 20 кДа), отвечаю-
щих за сигнальную функцию клеток, образуемых 
в ответ на заражение клеток млекопитающих и 
птиц вирусами (Mueller & Hartmann, 2021). Они, 
в свою очередь, подразделяются на интерферо-
ны I, II, III типа. (Klotz et al., 2017). Интерферо-
ны I типа выполняют ряд важнейших функций, 
предотвращающих распространение вирусного 
патогена на здоровые клетки. Они отвечают за 
стимуляцию презентации антигена, одновремен-
но модулируют врожденный иммунный ответ и 
ингибируют провоспалительные процессы, ре-
гулируя выработку других цитокинов. К тому 
же, они обеспечивают активацию адаптивной 
иммунной системы. В этом случае интерфероны 
I типа выступают в качестве стимуляторов раз-

вития антигенспецифичных Т- и В-клеточных 
реакций, которые формируют иммунологиче-
скую память (Ivashkiv & Donlin, 2014). Практи-
чески любые инфицированные клетки способны 
продуцировать интерфероны I типа посредством 
ответа на стимуляцию цитозольных или транс-
мембранных рецепторов при инфицировании 
организма вирусом. Наиболее часто индукция 
интерферона I типа стимулируется активацией 
цитозольных рецепторов, распознающих либо 
вирусную, либо иную ксеногенную преимуще-
ственно двуцепочечную РНК (Kawai & Akira, 
2010). 

Цитозольные рецепторы, участвующие в 
распознавании ксеногенных РНК, представля-
ют собой семейство рецепторов распознавания 
образов RIG-1 (RLR), связывающиеся с MAVS 
(митохондриальным адаптером). Это связыва-
ние запускает сигнальный каскад, который за-
вершается выделением и дальнейшей секреци-
ей интерферонов альфа и бета. (Kawai & Akira, 
2010; Goubau et al., 2013). Механизм действия 
интерферонов основан на связывании с рецеп-
торами на клеточной мембране, к которым от-
носятся IFNAR1 и IFNAR2 для интерферонов I 
типа. После связывания, интерфероны предают 
сигнал через путь JAK-STAT, активируя гете-
ротримерный комплекс факторов транскрипции 
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ISGF3. Сам комплекс ISGF3 состоит из фосфо-
рилированных белков STAT1 и/или STAT2 и 
IRF9 (Schoggins, 2019). 

Впервые интерферон был обнаружен Али-
ком Айзексом и Жаном Линдеманом в 1957 
году при изучении интерференции, вызываемой 
инактивированным вирусом гриппа при росте 
живого вируса во фрагментах хорион-аллан-
тоисной мембраны эмбриона цыплёнка (Isaacs 
& Lindenmann, 1957). В дальнейшем было по-
казано, что клетки иммунной системы, такие 
как лимфоциты, макрофаги и другие при сти-
муляции вирусами могут выделять большие 
количества интерферона. Однако долгое время, 
несмотря на высокий потенциал применения 
интерферонов в терапии вирусных инфекций, 
их использование на практике оставалось неэф-
фективным из-за низкой степени очистки полу-
чаемых препаратов. В 1979 году Рубинштейн и 
коллеги, применив метод обратной фазовой хро-
матографии, одни из первых смогли получить 
и очистить гомогенный лейкоцитарный челове-
ческий интерферон, используя вирус-индуци-
рованные лейкоциты человека (Rubinstein et al., 
1979). Данная технология позволила получить 
активный интерферон высокой степени очист-
ки, однако она была относительно трудоёмкой и 
времязатратной. 

С развитием технологии рекомбинантной 
ДНК появилась возможность получать реком-
бинантный интерферон используя в качестве 
продуцента бактерию Escherichia coli, что по-
зволило значительно снизить себестоимость 
производства. Первыми компаниями, освоивши-
ми производство человеческого рекомбинантно-
го интерферона альфа стали Biogen в Швейца-
рии и Genentech в США (White & Fenner, 2016, 
с. 310).

В настоящее время бактерии E. coli оста-
ются одной из самых эффективных систем для 
получения рекомбинантных интерферонов, и 
технология получения белков с помощью это-
го продуцента продолжает совершенствоваться. 
Расширяется и спектр производимых рекомби-
нантных интерферонов. Так были получены ре-
комбинантные интерферон альфа собаки (Taira 
et al., 2005), верблюда (Premraj et al., 2020), быка 
(Yin et al., 2023), кур (Xia et al., 2004) и некото-
рых других животных.

В свою очередь, получение рекомбинантных 
белков в E. coli имеет также недостатки. Главной 
проблемой является накопление интерферона в 
клетках продуцента в виде телец включения, 

что требует проведения рефолдинга белка и ус-
ложняет процесс очистки. В связи с этим были 
сделаны попытки наладить получение рекомби-
нантного интерферона в эукариотических экс-
прессионных системах. На данный момент од-
ной из наиболее используемых подобных систем 
являются дрожжи Pichia pastoris (He et al., 2019). 
Технология, основанная на P. pastoris, считает-
ся более эффективной в отношении сохранения 
активности и функций белка по сравнению с 
бактериальной системой E. coli , при этом имеет 
относительно низкую стоимость, большую ста-
бильность, чем системы на основе бакуловиру-
сов и клеток млекопитающих (Macauley-Patrick 
et al., 2005; Khan et al., 2014). В исследовании 
Zhang et al. (2022) продемонстрировали мето-
дику получения интерферона альфа норки с ис-
пользованием дрожжей P. pastoris. Таким же 
образом были получены интерфероны альфа че-
ловека (Liu et al., 2001), свиньи (Jin et al., 2010), и 
быка (Shao et al., 2015). Если сравнивать с бакте-
риальной системой экспрессии E. coli, то возни-
кают ограничения, связанные с длительностью 
культивирования дрожжей P. pastoris, а также 
риском гипер-гликозилирования белка (Asada et 
al., 2011). Поэтому E. coli остаётся наиболее рас-
пространённым продуцентом рекомбинантных 
интерферонов.

Препараты интерферонов нашли своё приме-
нение не только при лечении людей, но и в ве-
теринарии (Mueller & Hartmann, 2021). Важным 
направлением животноводства Казахстана явля-
ется разведение крупного рогатого скота (КРС). 
По официальным данным на 1 января 2023 года 
поголовье КРС в Казахстане составляло более 8 
млн. голов (Бюро национальной статистики Ре-
спублики Казахстан, 2025). и продолжает увели-
чиваться. Коровы подвержены таким вирусным 
заболеваниям как вирусная диарея, коронавирус 
крупного рогатого скота, инфекционный ри-
нотрахеит и другие (Есимсиитова и др., 2025; 
Тулепов и др., 2025; Zhigailov et al., 2023). По-
этому разработка отечественной технологии по-
лучения рекомбинантного интерферона для КРС 
важна для улучшения ветеринарной безопасно-
сти Казахстана.

В данной работе нами был клонирован ген 
бычьего альфа-интерферона и получен штамм-
продуцент соответствующего рекомбинантного 
белка. Также были проведены эксперименты по 
оптимизации экспрессии, очистки и рефолдинга 
бычьего рекомбинантного интерферона альфа. 
В дальнейшем планируется испытание актив-
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ности полученного рекомбинантного белка и 
масштабирование процесса для промышленных 
условий. 

Материалы и методы исследования

2.1 Клонирование гена α-интерферона 
коровы

Геномная ДНК коровы (Bos taurus), исполь-
зованная для клонирования гена α-интерферона 
(BtInf2α), была выделена с помощью набора 
GenUPTM Plant DNA Kit (Biotechrabbit, ФРГ) 
из мышечной ткани животного, приобретён-
ной в мясном магазине. Концентрацию ДНК 
после выделения определяли с помощью ми-
кроспектрофотометра Nano-500 (Allsheng, 
КНР). Кодирующая последовательность гена 
BtInf2α была амплифицирована на ДНК-
амплификаторе Mastercycler X50s (Eppendorf, 
ФРГ) с помощью ДНК-полимеразы Phusion™ 
High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific, США), 
по протоколу, рекомендованному производи-
телем (температура отжига праймеров 60 0С), с 
использованием праймеров BosINFA2_UpLic 
(5’-tacttccaatccatgctgggttgttacctgtctgagg-3’) и 
BosINFA2LowLic (5’-tatccacctttactgtcaaagtga
gttcagatctccacccatc-3’). Праймеры были подо-
браны в программе SnapGENE 3.2.1 по после-
довательности ДНК M60913.1 interferon alpha 
II [Bos taurus] из базы данных NCBI. Ампли-
фицированный фрагмент ДНК был клониро-
ван LIC-методом (Aslanidis & de Jong, 1990) 
в вектор pNIC-28 (Savitsky et al., 2010). По-
лученными ДНК конструкциями был транс-
формирован штамм E. coli DH5α, который ис-
пользовался для наработки плазмидной ДНК, 
выделявшейся набором GenUPTM Plasmid Kit 
(Biotechrabbit). Клонированный таким обра-
зом ген BtInf2α был секвенирован по методу 
Сэнгера на генетическом анализаторе ABI3500 
(Applied Biosystems, США) с использованием 
программного обеспечения 3500 Series Data 
Collection Software V.3.1 (Applied Biosystems). 

2.2 Электрофорез белка в денатурирующих 
условиях.

Электрофорез белка в денатурирующих ус-
ловиях проводили в 12% полиакриламидном геле 
(ПААГ) по методике Лэммли (Laemmli, 1970). 
на приборе SE250 (Hoefer scientific instruments, 
США). Для визуализации белка гель окрашива-
ли красителем Кумасси G250 или добавляли в 
гель 2,2,2-трихлорэтанол (Ladner et al., 2004) и 

регистрировали флуоресценцию белка на прибо-
ре ChemiDocTM MP (Bio-Rad, США).

2.3 Экспрессия рекомбинантного белка в 
бактериальной культуре E. coli

Для экспрессии рекомбинантного интерфе-
рона был использован экспрессионный штамм E. 
coli BL21(DE3). Для этого пробирки с 5 мл сре-
ды LB и канамицином в концентрации 50 мкг/мл 
засевали единичной колонией и культивирова-
ли на термостатируемой качалке ES-20 (Biosan, 
Латвия) при 180 об/мин и 37 0С в течение ночи, 
после чего из пробирок отбирали 0,5 мл ноч-
ной культуры и снова засевали пробирки с 5 мл 
среды LB и культивировали их 1 час при 26 0С 
после чего индуцировали экспрессию рекомби-
нантного белка добавлением изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозид (ИПТГ) и культивировали 
6-16 часов. Далее по 30 мл клеточной суспензии 
отбирали для анализа с помощью денатурирую-
щего электрофореза (ДЭ) в ПААГ. Оставшуюся 
часть бактериальной культуры осаждали центри-
фугированием на центрифуге 5810R (Eppendorf) 
(5000 об/мин, 4 °C, 5 минут) для проверки рас-
творимости синтезируемого рекомбинантного 
белка. Клеточный осадок ресуспендировали в 
лизирующем буфере (буфер А) (50 мМ NaH2PO4, 
300 мМ NaCl, 10 мМ имидазол), добавляли ли-
зоцим в концентрации 1 мг/мл и инкубировали 
во льду 30 минут. Далее осаждали лизат центри-
фугированием (10000 об/мин при 4 °C в течение 
25 минут). Супернатант и осадок, ресуспендиро-
ванный, в буфере А, анализировали с помощью 
ДЭ ПААГ.

2.4 Вестерн-блоттинг 
Белок из ПААГ переносился на PVDF-

мембрану (ThermoFischer Scientific) полусухим 
способом на приборе EBU-4000 (C.B.S. Scientific, 
США). Для обнаружения рекомбинантных бел-
ков использовались антитела His-Tag (H-3) Alexa 
Fluor sc-8036 (Santa Cruz Biotechnology, США), 
детекцию флуоресцентного сигнала проводили 
на приборе ChemiDocTM MP. 

2.5 Времяпролетная масс-спектрометрия с 
матрично-активированной лазерной десорбци-
ей/ионизацией 

Для идентификации пептидных фрагментов 
белка, вырезанного из ПААГ была проведена 
масс-спектрометрия с матрично-активирован-
ной лазерной десорбцией/ионизацией и время-
пролетной ионизацией (MALDI-TOF МС) с ис-
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пользованием масс-спектрометра UltrafleXtreme 
II TOF/TOF (BrukerDaltoniks GmbH, Германия). 
Триптический гидролиз белковых полос в геле 
(SDS-PAGE) проводился, как описано Смитом 
(Smith, 1997). Идентификацию пептидов прово-
дили с использованием сервера пептидных масс-
отпечатков Mascot (http://www.matrixscience. 
com/).

2.6 Выделение рекомбинантного белка ме-
талл-аффинной хроматографией

Для препаративного выделения рекомби-
нантного белка колбу со 150 мл среды LB с 
канамицином засевали 1 мл ночной культуры, 
подращивали 2 часа в термостатируемой качал-
ке ES-20 (Biosan, Латвия) при 180 об/мин при 
26 0С после чего добавляли 1 мМ ИПТГ и куль-
тивировали ещё 16 часов. Затем бактериальные 
клетки осаждали центрифугированием в 50 мл 
пробирках на центрифуге 5810R (5000 об/мин, 
4 °C, 15 минут). Далее осадок растворяли в ли-
зирующем буфере Б (20 мМ NaH2PO4, 500 мМ 
NaCl, pH 7,4), и лизировали путем многократно-
го пропускания суспензии через инъекционную 
иглу. Тельца включения отделяли от раствори-
мой фракции лизата центрифугированием при 
10 000 об/мин в течение 10 мин и ресуспенди-
ровали в буфере В для растворения включений 
(6M гидрохлорид гуанидина, 300 мМ NaCl, 50 
мМ NaH₂PO₂, (pH 8,0)). Растворённые тельца 
включения инкубировали в течение 2 ч при 4 
°C, а клеточный дебрис удаляли центрифуги-
рованием при 12000 об/мин в течение 30 мин 
при 4 °C. Супернатант переносили в 15 мл про-
бирку и добавляли к нему 2 мл Ni-NTA агарозы 
(Qiagen, США), уравновешенной буфером В и 
инкубировали смесь на качалке во льду 2 часа. 
Далее суспензию лизата с Ni-NTA агарозой за-
гружали в 10 мл хроматографическую колонку 
(Pharmacia, Швеция), подключенную к хромато-
графической системе GP250 (Pharmacia), давая 
стечь жидкой фазе, после чего колонку сначала 
промывали промывочным буфером Г (8M моче-
вины, 10 мМ имидазола, 500 мМ NaCl и 20 мМ 
Трис-HCl, pH 8,0). Рефолдинг рекомбинантных 
белков, связанных с колонкой, проводили путем 
применения медленного линейного градиента 
от 8M (буфер Г) до 0M мочевины (буфер Д) (10 
мМ имидазола, 20 мМ Трис-HCl, 500 мМ NaCl, 
pH 7,5). После рефолдинга связанный с колон-
кой белок промывали буфером Е (40 мМ имида-

зола, 20 мМ Трис-HCl, 500 мМ NaCl, pH 7,5) и, 
наконец, элюировали линейным градиентом от 
100 до 500 мМ имидазола, используя буфер Ж 
(20 мМ Трис-HCl, 500 мМ NaCl, pH 7,5). Фрак-
ции, содержащие рекомбинантный белок, анали-
зировали с помощью денатурирующего ПААГ-
электрофореза.

Объединенные фракции, содержащие реком-
бинантный белок, диализовали против буфера 
PBS pH 7,4 (Pharmacia) используя диализные про-
бирки Pur-A-LyzerTM Maxi 6000 (Sigma-Aldrich, 
США), после чего добавляли равный объём гли-
церина и оставляли на хранение при -80 0С.

Концентрацию белка после диализа опреде-
ляли с помощью микроспектрофотометра Nano-
500 (Allsheng). 

Статистический анализ
Все измерения проводились в трёх тех-

нических повторах, по которым в программе 
Microsoft Excel вычислялось среднее арифмети-
ческое значение и стандартное отклонение. 

Результаты исследования и их обсуждение

Последовательность ДНК M60913.1 
interferon alpha II, найденная в базе данных NCBI 
была проанализирована в программе SignalP 
5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/
SignalP-5.0/) для определения N-концевого сиг-
нального пептида, отщепляемого при секреции 
белка из клетки. В результате программой было 
определено, что место его отщепления находит-
ся между 21 и 22 аминокислотными остатка-
ми. Также в программе Augustus (https://bioinf.
uni-greifswald.de/augustus/) был проведён поиск 
интронов в гене, показавший их отсутствие, 
что согласуется с данными литературы [11]. Ис-
ходя из этого были подобраны ПЦР-праймеры. 
После выделения геномной ДНК из мышечной 
ткани животного концентрация ДНК в образ-
це по результатам трёх измерений составила 
38.56±1.42  нг/мкл. Выделенная геномная ДНК 
была успешно использована для амплифика-
ции фрагмента гена BtIfn2α размером 525 п.о. 
(Рисунок 1), что подтвердило возможность 
выделения ДНК из мышечной ткани набором 
GenUPTM Plant DNA Kit. После клонирования 
фрагмента в экспрессионный вектор pNIC-28 
была получена плазмида pNIC28IFNaBos (Ри-
сунок 2).
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Рисунок 1 
Результаты амплификации гена BtIfna

Примечание: М – маркер длин фрагментов ДНК 50 bp DNA 
ladder RTU (Biotechrabbit).

Рисунок 2 
Карта плазмиды pNIC28IFNaBos

Примечание: Плазмида содержит ген устойчивости к 
канамицину (KanR), lac оператор под контролем промо-
тора фага Т7 регулирует экспрессию целевого гена INFa 
B. taurus, содержащего на N-конце His-tag (6 остатков ги-
стедина) и сайт протеазы Вируса табачной мозаики для 
удаления His-tag, белок Rop поддерживает низкую копий-
ность плазмиды в клетке E. coli.

Клонированный в плазмиду фрагмент ДНК 
был секвенирован и полученный сиквенс под-
твердил высокую гомологию с последователь-
ностью ДНК M60913.1 из базы данных NCBI. 
Для экспрессии рекомбинантного белка плаз-
мидой pNIC28IFNaBos был трансформирован 
штамм E.  coli BL21(DE3). Для проверки нали-
чия экспрессии было посеяно 4 клона в жидкую 
среду LB с канамицином и после подращивания 
добавлен 1 мМ ИПТГ для индукции. После ноч-
ного культивирования был проведён ДЭ ПААГ 
(Рисунок 3).

Рисунок 3 
Электрофореграмма общего клеточного белка разных кло-
нов E. coli после трансформации плазмидой pNIC28IFNaBos 
после индукции ИПТГ

Примечание: М – маркер молекулярных масс белка, 1-4 – но-
мера клонов, К – клетки без индукции

Мажорный белок с молекулярной массой 
около 20 кДа из дорожки №2 (Рисунок 3) был 
вырезан и проанализирован с помощью MALDI-
TOF МС. Результаты анализа подтвердили соот-
ветствие белка бычьему α-интерферону (Табли-
ца 1, Рисунок 4). 
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Таблица 1
Пептиды с массами, совпадающими с расчётными массами пептидов, получаемых в результате трипсинолиза бычьего 
α-интерферона по специфическим сайтам

Ожидаемая 
масса

Полученная 
масса Δмассы (ppm) Пептид Позиция Модифи

кации

Пропуски 
сайтов 

пептидазы
531.324 531.289 -66.700 (R)/ENLR/(L) 15-18   0
681.336 681.306 -44.200 (R)/VEMMR/(A) 148-152 MSO 0
697.329 697.301 -40.500 (R)/VEMMR/(A) 148-152 MSO MSO 0
1165.602 1165.578 -20.300 (R)/LSPHPCLQDR/(K) 26-35   0
1384.675 1384.620 -39.600 (K)/EYSDCAWEIIR/(V) 137-147   0
1641.810 1641.758 -31.800 (K)/EKEYSDCAWEIIR/(V) 135-147   1

Рисунок 4 
Покрытие аминокислотной последовательности бычьего 
α-интерферона пептидами, полученными после MALDI-TOF МС 

Примечание: Красным цветом выделено расположение пептидов с 
массами, совпадающими с расчётными массами пептидов, получаемы-
ми при трипсинолизе бычьего α-интерферона по специфичным сайтам

На следующем этапе работы был проведён 
подбор оптимальной концентрации ИПТГ и вре-
мени культивирования, для чего ночной культу-
рой были засеяны пробирки с 5 мл среды LB, в 
которые добавлялся ИПТГ в концентрации 0,1 
0,5 и 1 мМ, затем пробирку культивировались 6 
или 16 часов, после чего отбирались пробы для 
ДЭ ПААГ, а также был сделан вестерн-блоттинг 
для подтверждения экспрессии рекомбинантно-
го белка (Рисунок 5). Результаты показали, что 
при культивировании в течение ночи (16 ч) об-
разуется больше рекомбинантного белка, а так-
же, что снижение концентрации ИПТГ негатив-
но влияет на уровень экспрессии.

Для препаративного выделения рекомби-
нантного интерферона был использован оса-
док клеток полученный после культивирования 
штамма-продуцента в колбе со 150 мл среды LB 
с добавлением индуктора и антибиотика в тече-
ние 16 часов. Выделение белка проводилось с 
использованием металл-аффинной хроматогра-

фии с Ni-NTA агарозой по методике, описанной 
для верблюжьего рекомбинантного интерфе-
рона альфа (Premraj et al., 2020). При этом свя-
занный со смолой белок вначале промывался 
буфером с 8 М мочевины для отмывки от гуа-
нидинхлорида, а затем буфером без мочевины 
и таким образом происходил рефолдинг белка. 
Ранее, в работах по получению рекомбинантно-
го бычьего α-интерферона, белок выделяли в де-
натурирующих условиях после чего проводили 
диализ в диализных мешках. Например, в работе 
(Yin et al., 2023) диализ проводился в течение 24 
часов, с двумя сменами рефолдирующего буфе-
ра через 10 часов. Рефолдинг белка диализом в 
диализных мешках требует значительный объём 
буфера и сопровождается риском преципитации 
белка, для предотвращения которого в буфер 
добавляют глицерин и прочие добавки. Напри-
мер, Mussakhmetov et al. (2016) для рефолдинга 
рекомбинантного человеческого γ-интерферона 
добавляли в диализный буфер L-аргинин, 
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L-пролин, полиэтиленгликоль сахарозу и ПЭГ 
3500. Применение промывки иммобилизованно-
го на Ni-NTA агарозе бычьего рекомбинантного 
α-интерферона в данной работе сократило время 
рефолдинга с 24 часов до 10 минут и значитель-
но снизило расход буферов, позволив избежать 
использования множества добавок и таким об-

разом упростило получение рекомбинантного 
бычьего α-интерферона. На Рисунке 6 представ-
лены фракции, собранные с колонки в процессе 
рефолдинга и элюции рекомбинантного белка. 
Результаты вестерн-блоттинга показали (Рису-
нок 6Б), что рекомбинантный белок присутству-
ет во фракции Е4, объём которой составлял 2 мл. 

Рисунок 5 
Электрофореграмма (А) и вестерн-блоттинг (Б) общего белка в клетках E. coli трансформированных плазмидой 
pNIC28IFNaBos после индукции разными концентрациями ИПТГ

       
                                                             А					                               Б

Примечание: М –маркер молекулярных масс белка, К – клетки без индукции, 6, 16 – время культивирования в часах, 0,1 
мМ – 1 мМ – концентрация ИПТГ

Рисунок 6 
Электрофореграмма (А) и вестерн-блоттинг (Б) фракций, собранных при очистке рекомбинантного белка BtINFα металл-
аффинной хроматографии

     
                                                    А                                                                                                          Б

Примечание: M – белковый маркер, L – общий клеточный лизат в буфере для ДЭ, LF – лизат после связывания с Ni-NTA 
агарозой, R1 – R4 – фракции, собранные при рефолдинге связанного с Ni-NTA агарозой белка в градиенте мочевины 8 – 0 М, 
E4 – E9 – фракции, собранные при элюции белка градиентом имидазола 20 – 500 мМ.
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Во фракции Е4 использованный для элю-
ции буфер с имидазолом был заменён на PBS с 
помощью диализных пробирок, после чего на 
микроспектрофотометр была определена кон-
центрация белка, которая по результатам трёх 
измерений составила 250.49±3.23 мкг/мл. Таким 
образом нами было получено около 500 мкг ре-
фолдированного рекомбинантного бычьего ин-
терферона альфа из 150 мл бактериальной куль-
туры, что в пересчёте на литр составляет около 
3,3 мг. Полученный выход рекомбинантного ин-
терферона согласуется с результатами, получен-
ными для других интерферонов (Mussakhmetov 
et al., 2016).

Заключение

Была получена рекомбинантная плазмида 
pNIC28IFNaBos, содержащая клонированную 
последовательность бычьего интерферона аль-
фа без N-концевого сигнального пептида. Ре-
комбинантный белок BtIFNα был экспрессиро-
ван в клетках экспрессионного штамма E. coli 
BL21(DE3). Соответствие полученного белка 
бычьему интерферону альфа было подтвержде-
но с помощью MALDI-TOF МС. После оптими-

зации условий культивирования, включавшей 
подбор концентрации индуктора и времени 
культивирования рекомбинантный белок, со-
ответствующий по пептидному составу бычье-
му интерферону альфа, был успешно очищен 
и рефолдирован с помощью метода металл-аф-
финной хроматографии. Выход целевого белка 
после рефолдинга составил 3,3 мг на 1 литр бак-
териальной культуры. 
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