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М етод экспрессии клонированных генов в бактериаль-
ных, дрожжевых и клеточных культурах насекомых и 

млекопитающих позволяет заменить труднодоступные нату-
ральные биологически активные белки и широко исполь-
зуется для получения рекомбинантных белков как для про-
изводства фармацевтических препаратов, так и в научных 
целя х. Массивная продукция клетками рекомбинантных бел-
ков создает предпосылки для относительно быстрого, недо-
рогого и легко масштабируемого производства, однако не-
редко на этапе очистки происходит значительная потеря 
целевого продукта. В качестве иллюстрации можно рас смот-
реть одну из самых распространенных технологий полу че ния 
рекомбинантных белков – культивирование рекомбинант-
ного микроорганизма Escherichia coli с внутриклеточным 
накоплением белкового продукта в виде телец включения 
(inclusion bodies). С одной стороны, процесс желательный, 
поскольку накопление белка в тельцах включения предохра-

няет его от протеолитической деградации, а клетку – от воз-
действия чужеродного белка на метаболизм. С другой сто-
роны, это порождает необходимость высвобождения телец 
из клеток, отмывки от балласта, растворения через денату-
рацию с помощью мочевины (или другого хаотропного аген-
та) и последующей ренатурации белка. Эффектив ность 
первых трех стадий процесса довольно высока и не приво-
дит к значимым потерям как количества белка, так и его 
биологической активности. Основную же трудность вы зы-
вает стадия восстановления нативной структуры и активно-
сти, поэтому от успешного решения данной проблемы зави-
сит и конечный выход, и качество целевого белка.

Синтез и фолдинг белка in vivo
Целью микробиологического синтеза часто является по-

лучение биологически активных белков эукариотического 
происхождения. У эукариот синтез белка – это многоэтап-
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ный регулируемый процесс, связанный с вовлечением мно-
жества сложнейших механизмов и путей их реализации.

На первых этапах биосинтеза белка в клетке при выходе 
полипептидной цепи из рибосом начинается так называемое 
котрансляционное сворачивание («фолдинг») белка, что ви-
димо позволяет снизить барьер активации процесса через 
обход кинетических ловушек и повысить скорость ренатура-
ции белков [1].

После синтеза на рибосомах белок претерпевает пост-
трансляционную модификацию и фолдинг, в результате при-
обретая необходимую для активности пространственную 
структуру. Помимо ряда специфических ферментов, для 
фолдинга синтезированного белка необходимы малые и 
большие шапероны. «Малые» шапероны – «белки теплового 
шока» – предотвращают агрегацию и протеолиз небольших 
белков, а «большие» шапероны, образуя «ячейку Анфин-
сена», способствуют фолдингу крупных многодоменных 
белков. Посттрансляционная модификация (фосфорилиро-
вание, ацетилирование, метилирование аминокислотных 
групп) и фолдинг у эукариот проходят в эндоплазматическом 
ретикулуме, где условия максимально благоприятствуют 
этим процессам. Дефектные белки подвергаются протеоли-
зу там же либо в цитозоле под действием протеосом.

Фолдинг белка in vitro
Несмотря на сложные внутриклеточные процессы и высо-

кие энергетические затраты клетки в ходе образования 
зрелого белка, процесс сворачивания белковой молекулы 
в зрелую структуру может с успехом проходить in vitro спон-
танно, без участия каких-либо компонентов клеточной 
среды, поскольку основные затраты клетки по наработке 
натив ного белка в условиях молекулярного краудинга [2] 
сводятся к регулированию его концентрации, устранению 
дефектных форм, а также к созданию соответствующего 
микроокружения, препятствующего взаимодействию белка 
с другими клеточными структурами. 

При благоприятных условиях в ходе снижения концентра-
ции денатурирующего агента в растворе денатурированного 
белка возможна самоорганизация белковой молекулы в на-
тивную функциональную структуру. Происходит это через 
стадии образования стабильных и метастабильных интерме-
диатов, таких как «статистический клубок», «расплавленная 
и предрасплавленная глобула». Молекула нативного белка в 
растворе представляет собой относительно жесткую струк-
туру, непроницаемую для молекул воды, окруженную ги-
дратной оболочкой, и имеет как минимум 4 основные мета-
стабильные состояния, или конформации.

1. Нативное состояние. Максимально упорядоченная 
сформированная конформация, обладающая всеми прису-
щими данному белку свойствами, такими как биологическая 
активность, физико-химические характеристики.

2. Расплавленная глобула. В этой конформации белок 
имеет третичную, но более разупорядоченную структуру.

3. Предрасплавленная глобула – менее компактная струк-
тура, чем расплавленная глобула. 

4. Форма статистического (гауссова) клубка [3, 4].
При переходе белка от нативного состояния к полностью 

денатурированному глобула увеличивает свой диаметр 
примерно на порядок [5]. Постепенная утрата третичной 

структуры, экспонирование на поверхности молекулы 
гидро фобных участков увеличивает возможность ассоциа-
ции и агрегации белка. Первичная ассоциация белковых 
молекул происходит без утраты свойств, характерных для 
нативной структуры, и имеет обратимый характер. Однако 
из формы предрасплавленных олигомеров белковые ассо-
циаты способны переходить в амилоидоподобные структу-
ры и агрегировать с частичной или полной потерей натив-
ных свойств.

Максимальный выход продукта при производстве реком-
бинантных белков обеспечивается использованием высоко-
копийных плазмид, микроорганизмов-суперпродуцентов и 
оптимизацией условий их культивирования. Интенсивный 
синтез целевого белка приводит к его значительному нако-
плению в клетках продуцента – до 30% биомассы, что запу-
скает агрегационный механизм защиты бактериальной 
клетки, приводящий к формированию «телец включения», 
состоящих как из частично денатурированных, так и натив-
ных форм рекомбинантного белка [6, 7].

Тельца включения
Тельца включения представляют собой клеточные инкре-

менты, видимые в световой микроскоп в поляризованном 
свете как опалесцирующие сферические или овоидные об-
разования, располагающиеся в цитозоле клетки в центре 
или по полюсам, а иногда в виде внутриклеточных цепочек. 
Их размеры колеблются от 0,2 до 2,5 мкм, иногда занимая 
почти весь объем бактериальной клетки. 

Образование телец включения – динамический процесс, 
при котором синтезированный белок может либо переходить 
в растворимую форму, либо накапливаться в виде инкре-
ментов в зависимости от режима культивирования [8]. Было 
показано, что белковые агрегаты в тельцах включения пред-
ставлены в виде амилоидоподобных структур, соответствен-
но богатых содержанием бета-складчатых участков [9]. 
Помимо рекомбинантного белка в различных конформа-
ционных состояниях, тельца включения содержат также не-
большие количества таких клеточных компонентов, как 
бактериальные мембраны, белки цитоплазмы, рибосомы, 
нуклеиновые кислоты.

Поскольку тельца включения являются наиболее массив-
ными и плотными клеточными образованиями, они без осо-
бого труда могут быть выделены из клеток простым центри-
фугированием после клеточного лизиса. Лизис биомассы 
бактериальных клеток проводится разнообразными метода-
ми: замораживанием–оттаиванием, ультразвуковой дезин-
теграцией, дезинтеграцией под давлением, под действием 
ферментов. Изолированные тельца включения в дальней-
шем промывают растворами детергентов (Тритон Х-100) для 
частичной очистки, в основном от небелкового поверхност-
ного балласта, подготавливая тельца к солюбилизации. 

При образовании в бактериальной клетке «неклассиче-
ских» телец включения, сформированных белками в натив-
ной форме, солюбилизацию проводят в неденатурирующих 
условиях. В некоторых случаях достаточно растворить тель-
ца в буферном растворе, чтобы получить раствор нативного 
белка [10].

В других случаях необходимо введение солюбилизирую-
щих агентов в умеренных концентрациях либо органических 
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растворителей, таких как н-пропанол, ДМСО или детерген-
ты [11, 12].

Для солюбилизации «истинных» телец включения приме-
няют довольно высокие концентрации денатурирующих аген-
тов. К ним относятся мочевина и гуанидинхлорид (GdnHCl).

Мочевина оказывает более слабое воздействие на белок. 
Как правило, ее требуется в 2–2,5 раза больше, чем гуани-
динхлорида, для достижения того же эффекта [13], и ее 
концентрация в растворе может достигать 9М. Моче вина 
взаимодействует с водой путем образования множествен-
ных водородных связей и находится в растворе преиму-
щественно в виде гидратированных цепочек и кластеров, 
дополнительно образуя межмолекулярные ассоциаты в гид-
рат ной оболочке молекулы белка [14]. Взаимо действие мо-
чевины с белковой глобулой происходит по гидро филь ным 
зонам макромолекулы [15] и затрагивает в основном лабиль-
ные участки поверхности глобулы, не оказывая воздейст вия 
на вторичную структуру белка. При высоких концентрациях 
она выступает в роли космотропного агента [16].

В отличие от мочевины, GdnHCl является более сильным 
денатурантом, что связано с его ионной природой и способ-
ностью диссоциировать в растворе. Он связывается с непо-
лярными участками поверхности глобулы, образованными 
остатками триптофана, тирозина и фенилаланина, за счет 
гидрофобных взаимодействий [17]. Одновременно GdnHCl 
образует водородные связи с водой и полярными функцио-
нальными группами белка, снижая способность глобулы к 
самостоятельной сборке и увеличивая склонность к гидрата-
ции полипептидной цепи [18]. При использовании в качестве 
денатуранта GdnHCl необходимо учитывать некоторые осо-
бенности его взаимодействия с белками. GdnHCl при не-
больших концентрациях может стабилизировать белки [19, 
20] за счет того, что он снимает существующие напряжения, 
обусловленные электростатическим взаимодействием за-
ряженных групп на его поверхности. Вместе с тем при более 
высоких концентрациях этот денатурант может оказывать на 
белки и агрегирующее действие [21]. Полагают, что денату-
рация белков под действием мочевины протекает с образо-
ванием интермедиатов, тогда как денатурация под действи-
ем GdnHCl – одностадийная [22].

При использовании высоких концентраций мочевины сле-
дует учитывать возможность ее спонтанного гидролиза до 
иона аммония и цианат-иона. Последний способен вступать 
в реакцию карбамилирования с аминогруппами белка, из-
меняя его свойства. Наиболее интенсивно этот процесс про-
ходит при физиологических значениях рН буферных раство-
ров (рН 7) и повышенной температуре, а также при длитель-
ном (несколько дней) хранении раствора мочевины [23]. 

 Факторы, влияющие на эффективность  
ренатурации белка
Целостность белка, а также способность к восстановле-

нию нативной конформации определяется его первичной 
структурой. Такие процессы в кодирующих генах, как мута-
ции, делеции, рекомбинации, вставки и др., могут препят-
ствовать формированию активной структуры белка и опре-
деляются, а также контролируются на стадии создания реко-
мбинантного продукта (молекулярный дизайн, подбор векто-
ра, штамма продуцента, условий культивирования и др.). 

Зависимость ренатурации от характера белка и многих 
параметров окружения затрудняет достижение воспроизво-
димости. Несмотря на достигнутое понимание принципов 
ренатурации, процесс поиска оптимального метода остается 
достаточно эмпирическим и сводится к подбору состава 
рена турирующего буфера, физико-химических условий 
рефол динга, поиску эффективной концентрации обрабаты-
ваемого белка и применению надлежащих биотехнологиче-
ских и биохимических методов, соответствующих степени 
лабильности продукта и его уникальным свойствам. 

К примеру, из общих соображений процесс ренатурации 
стараются вести при пониженной температуре, так как ее 
повышение теоретически приводит к дестабилизации струк-
туры белка и экспонированию на поверхности гидрофобных 
участков молекул, что чревато их агрегацией. Однако уста-
новлено, что некоторые белки могут ренатурировать при 
температуре более 30°С [24].

Отметим основные факторы, требующие учета при про-
ведении ренатурации, и наиболее распространенные мето-
дические приемы для предупреждения денатурации. К на-
рушению целостности белковой структуры может приводить 
процесс замораживания–оттаивания. При этом происходят 
такие явления, как перекристаллизация, образование по-
верхностей раздела между льдом и жидкостью, адсорбция и 
криоконцентрирование белков и солей буфера, что необхо-
димо учитывать при хранении рекомбинантных белков [25].

Значимым фактором в случае некоторых белков является 
повышение в реакционной системе давления. Исследования 
по влиянию давления на структуру белков проведены еще в 
середине 1940-х гг. Было отмечено, что повышение давле-
ния может способствовать процессу ренатурации белков, 
причем повышение температуры в этом случае до 60–65°С 
положительно влияло на восстановление структуры белков, 
тогда как пониженные температуры, наоборот, отрицатель-
но сказывались на процессе. Существенное влияние оказы-
вал и рН буферного раствора. Вдали от изоэлектрической 
точки создавались оптимальные условия для рефолдинга 
белка при создании в системе давления.

Проводя солюбилизацию телец включения под давлени-
ем, достигающим 2,4 Кбар, при температуре –9°С в случае 
выделения рекомбинантного белка эндостатина была до-
стигнута эффективная солюбилизация телец включения, 
а снижение давления до 0,4 Кбар с одновременным повы-
шением температуры до 20°С способствовало эффективной 
ренатурации белка [26].

При рефолдинге белка стараются минимизировать коли-
чество солей, чтобы не препятствовать сопутствующим про-
цессам предочистки, например ионообменной хроматогра-
фии. Также неоправданное увеличение концентрации солей 
может привести к экранированию зарядов на поверхности 
белка, уменьшая силы отталкивания между белковыми 
моле кулами, что увеличивает склонность к агрегации [27].

Величина рН и природа буферного раствора влияют на 
общий заряд молекулы, степень ионизации поверхностных 
группировок, водородных связей, степень гидратированно-
сти, экспрессию на поверхности молекулы гидрофобных 
либо гидрофильных группировок, т.е. на факторы, опре-
деляющие равновесие между денатурированной формой, 
переходными состояниями и нативной структурой. Как из-
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вестно, при значении рН буферного раствора, близком 
к изоэлектрической точке белка, происходит снижение био-
логической активности и склонности макромолекул к ассо-
циации и агрегации. Так, при различных значениях рН про-
цесс агрегации бычьего сывороточного альбумина протекал 
различными путями в зависимости от рН раствора. При зна-
чениях рН, близких к pI белка и ниже, процесс идет по пути 
образования аморфных агрегатов, а в более щелочных 
условиях – с образованием амилоидоподобных фибрилл, 
образованных β-складчатыми структурами, либо смешан-
ных структур, в зависимости от величины щелочного сдвига 
рН буферного раствора [28].

Поэтому при выборе значения рН раствора для ренатура-
ции необходимо иметь данные о изоэлектрической точке, 
рН-профилях растворимости и биологической активности 
целевого белка. 

Способствовать агрегации белка могут примеси, такие 
как нуклеиновые кислоты, белки продуцента. После пред-
варительной промывки телец раствором, содержащим ПАВ 
(н-лаурилсаркозин, лаурил глутамат [29, 30]), и солюбилиза-
ции телец включения проводят предочистку солюбилизиро-
ванного белка в денатурирующих условиях методами гель-
фильтрации, ионообменной хроматографии и другими воз-
можными методами, избавляясь от нежелательного балла-
ста. Рекомендуется в денатурирующий раствор вводить 
хела тирующие агенты типа ЭДТА для устранения ионов 
двухвалентных металлов и ингибирования металлопротеаз, 
способствующих деградации белка в ходе последующей 
ренатурации.

Основные потери целевого белка при ренатурации проис-
ходят при его агрегировании. Гидрофобные, ионные, водо-
родные, ковалентные межмолекулярные взаимодействия 
часто приводят к необратимой денатурации белка при его 
агрегировании. В связи с этим важную роль играет подбор 
оптимального соотношения белкового раствора и ренатури-
рующего буфера. Иногда оно достигает 1:100 и более. При 
этом немаловажную роль играет скорость и метод введения 
буфера для ренатурации в белковый раствор. Для склонных 
к агрегации белков рекомендуется максимальная скорость 
разбавления. 

Введение в буферный раствор для ренатурации различ-
ных низкомолекулярных веществ может приводить к ста-
билизации нативной структуры белка. Так, использова-
ние в ходе очистки и ренатурации поверхностно-активных 
веществ препятствует образованию агрегатов, возникаю-
щих при межмолекулярном гидрофобном взаимодействии, 
стабилизируя нативную структуру белка.

Эффективным солюбилизирующим агентом (помимо до-
децилсульфата натрия) является саркозил – сильный анион-
ный детергент. Обычно для растворения телец включения 
достаточно 0,3%-го раствора саркозила. Примеси Тритона 
Х-100, формирующего большие мицеллы, способствуют по-
глощению саркозила с образованием смешанных мицелл. 
Вследствие этого количество вводимого в раствор саркози-
ла должно быть увеличено. Снижение концентрации сарко-
зила до 0,01% приводит к диссоциации мицеллярного ком-
плекса и формированию нативной конформации белка. 
Также, связываясь с гидрофобными участками белковой 
глобулы, низкие концентрации саркозила эффективно пре-

дотвращают ассоциацию и агрегацию белка. Таким обра-
зом, саркозил выступает в качестве «химического шапе-
рона», а последующее освобождение белкового раствора 
от него возможно с помощью катионообменника. 

В качестве катионного детергента для солюбилизации и 
рефолдинга белка показано использование хлорида цетил-
триметиламмония [31, 32].

Использование ПАВ также возможно, однако они часто 
затрудняют дальнейшую очистку белка из-за склонности 
к мицеллообразованию [33]. Существует ряд других низко-
молекулярных веществ-антиагрегантов (аргинин, пролин, 
циклодекстрин, полиэтиленгликоль) и стабилизаторов, 
в целом способствующих процессу фолдинга (аммония суль-
фат, магния хлорид, глицин, полиольные соединения, такие 
как глицерин, сорбитол) [34]. Например, применение в рена-
турирующем растворе 20% глицерина позволило успешно 
выделить рекомбинантный белок Mycobacterium tuberculosis 
PPE17 [35]. 

Следует отметить аргинин и его производные, которые 
исполь зуют для подавления агрегации, а также межмолеку-
лярных взаимодействий в ходе ренатурации белка и как ста-
билизатор белковой структуры при хранении белкового раст-
вора [36, 37]. Пролин обладает криопротекторными, термо-
стабилизирующими и антиагрегирующими свойствами [38].

Подбор протекторов и их количество индивидуально и 
может быть определено только экспериментальным путем.

Известно, что рефолдинг некоторых белков лучше идет 
in vivo в присутствии N-концевого пропептида и его добавле-
ние в ренатурирующую систему увеличивает выход нативно-
го белка [39]. 

Прямое действие на процесс рефолдинга оказывают фер-
менты, катализирующие образование нативной структуры 
белка, а также шапероны [40–44]. 

Нативная структура множества белков поддерживается 
внутримолекулярными дисульфидными мостиками, образо-
ванными между остатками цистеина и цистина. Образование 
межмолекулярных дисульфидных связей приводит к накоп-
лению в растворе олиго- и полимеров белка с последующей 
его агрегацией и преципитацией. Внутримолекулярные 
обра зования неправильно связанных дисульфидных групп 
приводят к нестабильности белковой молекулы. Наличие 
дитиотреитола, меркаптоэтанола в ренатурирующем буфер-
ном растворе позволяет предотвратить межмолекулярные 
сшивки и образование дефектных форм белка. Замыкание 
внутримолекулярных дисульфидных связей происходит под 
действием кислорода воздуха при снижении концентрации 
восстановителей. Переформирование дисульфидных мости-
ков проводят в буферном растворе, обладающем окисли-
тельно-восстановительным потенциалом, создаваемым за 
счет содержания окисленной и восстановленной форм глу-
татиона, а также пáрами: цистеин/цистин, цистеамин/циста-
мин, дитиотреитол/глутатион [45–47].

Методы ренатурации
Процес ренатурации достигается решением нескольких 

последовательных задач:
• изменение условий белкового окружения;
• переконформация белковой структуры; 
• стабилизация нативной формы белка.
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В лабораторной практике применяют метод диализа. 
В ходе простого диализа происходит постепенное снижение 
концентрации денатуранта при неизменной концентрации 
белка. Процесс рефолдинга занимает длительное время, 
при котором частично ренатурированные белковые молеку-
лы взаимодействуют своими гидрофобными участками, что 
нередко приводит к агрегации белка после снижения кон-
центрации денатуранта до некоторого критического уров-
ня. Эту проблему решают, применяя ступенчатый диализ 
[48–51]. 

Метод разведения основан на снижении концентрации 
денатурирующего агента путем многократного разведения 
белкового раствора ренатурирующим буфером. Достигаемая 
малая концентрация белка позволяет минимизировать 
время рефолдинга, а также избежать агрегирования белко-
вых молекул. 

Для этого метода также применим ступенчатый вариант, 
когда снижение концентрации белка и денатурирующего 
агента производят дискретно. Это снижает количество ис-
пользуемого буферного раствора и повышает выход натив-
ного материала [52].

Техника разведения предполагает несколько вариантов:
• прямое (струйное либо капельное) разведение солюби-

лизированного белка ренатурирующим буферным раство-
ром. Этот вариант позволяет медленно снижать концентра-
цию денатуранта, способствуя созданию мягких условий для 
ренатурации. Остаточная концентрация денатуранта не дает 
белку агрегировать, хотя при достижении минимальной кри-
тической его (денатуранта) концентрации может возникнуть 
опасность агрегации белка, но, в то же время, увеличиваю-
щийся объем раствора препятствует этому процессу;

• реверсивное разведение, при котором белковый рас-
твор вводится при перемешивании в буферный раствор для 
ренатурации [53];

• моментальное разведение предполагает быстрое вве-
дение белкового раствора в ренатурирующий буфер. При 
этом минимизируется риск агрегации белка, а также эконо-
мится время процесса;

• медленное (капельное) введение белка в ренатурирую-
щий раствор способствует не только снижению агрегации 
белка, но и его фолдингу в максимально благоприятных 
условиях [54].

Метод температурного шока, или «скачкá». Изменяя тем-
пературу раствора в ходе ренатурации, можно добиться 
эффективного выделения нативного продукта. В работе [23] 
были исследованы температурные условия ренатурации 
бычьей карбоангидразы. Применяя метод «температурного 
скачка», удалось увеличить выход активного фермента с 37% 
(ренатурация при 4°С) до 95%, быстро нагревая раствор 
до 36°С в течение 30 минут.

Метод ренатурации в щелочных условиях. В некоторых 
случаях использование буферных растворов с высоким зна-
чением (рН >12) при низкой концентрации денатурирующих 
веществ способствует более эффективному рефолдингу 
белка [55, 56].

Метод гель-фильтрации позволяет не только сменить 
буфер ный раствор, но и провести дополнительную очистку 
продукта от балласта [57–61]. У данного метода есть свои 
недостатки, такие как необходимость концентрировать рас-

твор перед нанесением на колонку, что может приводить 
к необратимой денатурации белка. Данный метод, как пра-
вило, продолжительный и проводится в основном на холоде.

Метод сорбции целевого белка на различные поверхно-
сти дает возможность устранить протеолитическую дегра-
дацию белка, распределить его молекулы, не допуская воз-
никновения локального повышения концентрации и, соот-
ветственно, препятствуя его агрегации, а также требует 
минимума времени на его исполнение. Иммобилизация 
на ионообменных носителях [62–65], адсорбционная, гидро-
фобная [66], обращеннофазовая [67, 68] и аффинная [69–71] 
хроматографии с успехом используются для эффективной 
ренатурации белка.

Рефолдинг в обратных мицеллах представляет собой 
процесс разобщения белковых молекул и ренатурацию 
в условиях внутренней, гидрофильной области мицеллы 
ПАВ, сформированной объединением полярных групп 
в среде неполярного вещества. Малое число агрегации при-
водит к формированию обратных мицелл меньшего разме-
ра, чем мицелл водных растворов ПАВ. Эффективность 
данного метода была продемонстрирована в процессе рена-
турации бычьей панкреатической рибонуклеазы A в каче-
стве модели. Денатурированная рибонуклеаза полностью 
восстанавливала активность внутри обращенных мицелл 
в течение 24 ч после добавления смеси восстановленного 
и окисленного глутатиона для повторного окисления дисуль-
фидных связей [72].

Рефолдинг в водной двухфазной системе (ATPS – Aqueous 
Two-Phase Systems), например ПЭГ–фосфат, продемостри-
рован на примере ренатурации лакказы, металлсодержа-
щего фермента. Результаты экспериментов показали, что 
эффективность рефолдинга достигала 90%, а введение 
доба вок, таких как L-цистеин, окисленная форма глутатио-
на, цистамин и ионы Cu+2, улучшало этот процесс почти 
до 100% [73]. 

Наиболее оптимальным методом ренатурации и смены 
буферного раствора является ультрафильтрация в тангенци-
альном потоке (например, на полых волокнах). Метод легко 
масштабируется, имеется возможность контроля скорости 
изменения концентрации денатурирующих агентов, требует 
минимального количества времени по сравнению с другими 
методами, позволяет проводить ренатурацию в мягких усло-
виях, а также концентрировать ренатурат до необходимой 
степени в конце процесса. Возможность использования 
ревер сивного снятия слоя белка на ультрафильтрационной 
мембране способна свести к минимуму его потери в отличие 
от ультрафильтрации на ячейках.

Уменьшение концентрации денатуранта (мочевины) 
можно осуществлять ферментативной деградацией послед-
ней с помощью уреазы [74]. Метод позволяет проводить ре-
натурацию без изменения объема раствора.

Для лабораторных целей используется метод ренатура-
ции с применением иммобилизованных на носителе шапе-
ронинов. Конечно, данный метод дорог для промышленного 
применения и используется только как модельная система 
или в ходе лабораторного выделения ценных в исследова-
тельском отношении белков [75–79].

В лабораторной практике для выбора подходящего мето-
да ренатурации применяется microfluidic chips, где измене-
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ние концентрации денатуранта идет в изменяющемся лами-
нарном потоке. Коммерческие фирмы выпускают наборы, 
содержащие буферные растворы для ренатурации, включа-
ющие разнообразные по составу компоненты, для скрининга 
условий рефолдинга белков.

Контроль нативности белков
Для эффективного подбора ренатурирующих условий 

необ ходим ряд методов, позволяющих оценить степень на-
тивности ренатурируемого продукта.

Основными характеристиками нативности белка являют-
ся его пространственная структура, характеризующаяся 
возможным наличием дисульфидных мостиков и количе-
ством доменов, наличие биологической (антигенной, фер-
ментативной и др.) активности, а также доля ди-, тримерных 
или других его форм.

Наиболее объективной оценкой степени нативности белка 
является определение удельной активности (для фермен-
тов) или сорбционной (сорбирующей способности) белка, 
например для таких белков, как иммуноглобулины, альбуми-
ны, авидин, белок А. Расчет удельной активности возможен 
при достижении максимальной чистоты препарата, либо 
должно быть точно известно количество посторонних 
мешаю щих определению концентрации белка примесей. 
Сорбционные (сорбирующие) свойства белков оценивают 
с помощью аффинной, адсорбционной хроматографии, 
а степень связывания белок–субстрат эффективно оцени-
вать методом поверхностного плазмонного резонанса, осно-
ванном на использовании полного внутреннего отражения 
электромагнитных волн от границы раздела двух сред. 

В тех случаях, когда активной формой белка является его 
ди- или тримерная форма, с успехом используются такие 
методы, как ПААГ-электрофорез в неденатурирующих усло-
виях, т.е. при отсутствии меркаптоэтанола либо стадии про-
гревания образца, а также гель-фильтрация, позволяющая 
оценить долю мономерной и других форм белка.

К методам определения степени нативности белковой 
структуры можно отнести определение наличия простетиче-
ских групп, ионов металлов, входящих в активный центр 
многих ферментов, а также определение других специфиче-
ских свойств различных белков. Спектр этих методов велик, 
как и разнообразие самих белковых структур. 

Сохранение нативной структуры белка представляет 
сложную задачу, касающуюся не только биотехнологиче-
ских, но и медицинских проблем. Агрегация белков сопрово-
ждается формированием в тканях человека и животных 
внутриклеточных нерастворимых амилоидов, прионов и дру-
гих структур, вызывающих такие заболевания, как болезни 
Паркинсона, Альцгеймера, Хантингтона, прионные энцефа-
лопатии, офтальмологические болезни. Поэтому задача вос-
становления биологически активных белков, изучения их 
структуры и функций остается чрезвычайно актуальной 
в процессах создания и разработки новых терапевтических 
препаратов.
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Антибиотикоустойчивость Mycobacterium tuberculosis на Ближнем востоке

Опубликовано первое обзорное исследование в регионе Ближнего Востока с целью определения уровней устойчивости 
Mycobacterium tuberculosis к противотуберкулезным препаратам первой линии как среди новых, так и ранее пролеченных 
случаев.

За период с 1981 по 2014 гг. было собрано в общей сложности 480 статей об уровне устойчивости к антибиотикам M. tubercu-
losis в разных странах ближневосточного региона. Около 63 соответствующих статей были отобраны с применением критериев 
включения и исключения.

С помощью метаанализа были определены уровни моно-лекарственной устойчивости, любой лекарственной устойчивости 
и множественной лекарственной устойчивости (МЛУ-ТБ) как у новых, так и у ранее леченных больных туберкулезом, живущих 
в разных частях Ближнего Востока. Были также проанализированы другие аспекты, связанные с пациентами, резистентностью 
к противомикробным препаратам и методами, используемыми для оценки уровня резистентности.

Показано, что по сравнению со средним мировым показателем, показатель распространенности лекарственно-устойчи вого 
ТБ, особенно МЛУ-ТБ, может увеличиваться на Ближнем Востоке. Следовательно, для предотвращения распространения 
изоля тов, устойчивых к лекарствам, необходимо выявление первичной устойчивости к противотуберкулезным препаратам 
с использованием новых методов быстрой диагностики.

Khademi F. et al. 
Middle East Mycobacterium tuberculosis Antibiotic Resistance: A Systematic Review and Meta-Analysis.

Infection, Epidemiology and Medicine. 2017;3(1):25-35.
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