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РЕФЕРАТ Рецептор-2 эпидермального ростового фактора человека (HER2/neu, c-erbB2) является прото-
онкогенным белком размером 185 кДа, характеризующимся гиперэкспрессией при ряде онкологических 
заболеваний, включающих 30% случаев рака молочной железы. Иммунодиагностика HER2-статуса опухо-
ли имеет большое значение для успешной борьбы с заболеванием, в связи с чем получение значительных 
количеств экстраклеточного домена (ECD) HER2 остается весьма актуальной задачей. Наработка ECD 
HER2 в Escherichia coli имеет ряд преимуществ по сравнению с использованием эукариотических систем 
экспрессии, однако большая часть рекомбинантного продукта накапливается в бактериях в виде нераство-
римых белковых включений. В данной работе мы осуществили эффективную наработку ECD HER2 в E. coli 
в виде нерастворимых белковых включений и предложили простую, эффективную и быстровыполнимую 
схему солюбилизации, рефолдинга и выделения белка в растворимой форме. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бактериальная экспрессия, рефолдинг, рецептор эпидермального фактора роста, экс-
траклеточный домен.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй ECD HER2 – экстраклеточный домен рецептора-2 эпидермального ростового фак-
тора человека; ДСН-ПААГЭ – электрофорез белков в полиакриламидном геле в присутствии анионного 
детергента додецилсульфата натрия.

ВВЕДЕНИЕ 
Рецептор-2 эпидермального ростового фактора че-
ловека (Her2/neu, c-erbB2) представляет собой 
протоонкогенный белок размером 185 кДа, состоя-
щий из трех основных доменов – экстраклеточного, 
трансмембранного и внутриклеточного, обладающе-
го тирозин-киназной активностью [1]. В нормальных 
клетках белок образует гетеродимеры с другими 
представителями семейства эпидермальных росто-
вых факторов человека и участвует в регуляции про-
цессов клеточной пролиферации и дифференцировки 
[2]. Значительная часть онкологических заболеваний, 
включающих 30% случаев рака молочной железы, 
а также некоторые злокачественные опухоли яич-
ника, желудка и других органов, сопровождается 
гиперэкспрессией белка Her2. При этом высокий 
уровень экспрессии белка характерен для рецидив-
ных форм рака с плохим прогнозом [2]. Для лечения 
Her2-позитивных заболеваний достаточно эффек-
тивной является терапия на основе таргетного пре-

парата герцептин (Трастузумаб). В последнее вре-
мя были разработаны новые таргетные препараты: 
пертузумаб, ингибирующий процесс димеризации 
Her2 c другими рецепторами, а также иммунотоксин 
трастузумаб-эмтанзин, представляющий собой конъ-
югат герцептина и цитотоксичного агента мертанзина. 
Таким образом, иммунодиагностика Her2-статуса 
опухоли имеет большое значение для успешной борь-
бы с заболеванием. Наряду с иммунохимическими 
и иммуногистохимическими методами анализа мате-
риала, полученного с помощью биопсии, в последнее 
время все больше внимания уделяется выявлению 
в сыворотке больных пациентов белка Her2. В кро-
ви циркулирует n-концевая часть молекулы, пред-
ставленная экстраклеточным доменом (ecD) белка 
[3], к которой у изученных пациентов вырабатыва-
ются специфичные антитела [4]. В ряде работ была 
показана корреляция между тяжестью заболевания 
и уровнем ecD Her2 в сыворотке пациентов [5]. Од-
нако позднее были получены результаты, свиде-
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тельствующие о том, что эта зависимость не столь 
очевидна и ее подтверждение требует дальнейшего 
анализа [6, 7]. 

Приведенные выше данные свидетельствуют 
об актуальности получения значительных количеств 
ecD Her2 в очищенном виде, который необходим 
для наработки диагностических антител и анали-
за титра антител в сыворотке пациентов, а также 
для создания таргетных препаратов нового поколе-
ния [8]. 

Наработка ecD Her2 в бактериях Escherichia coli 
имеет ряд преимуществ по сравнению с использова-
нием эукариотических систем экспрессии. В первую 
очередь это более значительный выход рекомби-
нантного продукта и его более низкая стоимость [9]. 
Другой вариант получения сравнительно недорогого 
белка связан с экспрессией ecD Her2 в дрожжевых 
грибах Pichia pastoris и сопровождается высокой сте-
пенью маннозилирования белка, что нехарактерно 
для нативных молекул, синтезируемых в организ-
ме человека [10]. Следует признать, что ecD Her2 
имеет семь сайтов n-гликозилирования и экспрессия 
белка в E. coli не позволяет получить белок с соот-
ветствующими посттрансляционными модификаци-
ями. Однако нарабатываемый в бактериях продукт 
представляет несомненный интерес для разработки 
тест-систем и отбора соответствующих антител. Су-
щественным недостатком при экспрессии ecD Her2 
в клетках E. coli является также накопление реком-
бинантного продукта в виде нерастворимых белко-
вых включений. 

В частности, гетерологичная экспрессия последо-
вательности, кодирующей ecD Her2 (вместе с сиг-
нальным пептидом) в векторах pGeX-6P-1 и pQe30, 
позволила получить рекомбинантные белки, сли-
тые соответственно с n-концевыми глутатион-S-
трансферазой (GSt-ecD Her2) и последователь-
ностью, состоящей из шести остатков гистидина [9]. 
В обоих случаях почти весь продукт экспрессии на-
капливался в бактериальных клетках в виде нерас-
творимых включений. При этом использование ав-
торами разнообразных схем рефолдинга, связанных 
с изменением рН, температуры, времени инкубации, 
концентрации мочевины, eDtA (этилендиаминте-
трауксусной кислоты), L-аргинина, окисленного 
и восстановленного глутатиона, незначительно вли-
яло на эффективность рефолдинга GSt-ecD Her2. 
Для различных использованных схем она составила 
63–92% от максимально достигнутого значения. Сами 
авторы отмечают, что из семи проанализированных 
факторов только pH и время инкубации оказывали 
влияние на эффективность рефолдинга белка. Это 
позволило предположить, что накапливающийся 
в бактериях в виде белковых включений рекомби-

нантный ecD Her2 может быть переведен в раство-
римое состояние с использованием несложных про-
цедур разведения, концентрирования и диализа. 

В предыдущем исследовании мы повторили экс-
прессию ecD Her2 в бактериях E. coli с использо-
ванием вектора рrSet (Life technologies) под кон-
тролем высокоактивного промотора бактериофага 
t7 [11]. В использованной конструкции был удален 
n-концевой сигнальный пептид, ответственный 
за секрецию Her2 и отрезаемый в ходе его транс-
локации в просвет эндоплазматического ретикулу-
ма. При этом конструкция вектора подразумевает 
добавление к рекомбинантному белку n-концевого 
пептида c полигистидиновой последовательностью. 
В данном исследовании полученный в виде нераство-
римых белковых включений рекомбинантный белок 
был использован для демонстрации возможности его 
солюбилизации и рефолдинга с использованием мак-
симально простой, быстровыполнимой схемы, не тре-
бующей наличия сложного набора реактивов. В ра-
боте также показано важное значение SH-реагентов 
для эффективного растворения белковых включений, 
образуемых ecD Her2. 

эКСПЕРИМЕНТАЛьНАЯ ЧАСТь 
Процедуры клонирования последовательности, ко-
дирующей ecD Her2 человека в векторе prSet, 
эффективной наработки рекомбинантного белка 
в штамме С41 E. coli, выделения, отмывки и хранения 
белковых включений подробно описаны ранее [11].

Подходы, использованные для солюбилизации 
и восстановления нативной конформации рекомби-
нантного белка, приведены при описании результа-
тов исследования. 

Очистку белка методом металлохелатной хро-
матографии осуществляли на колонке со смолой 
HIS-Select® (Sigma-Aldrich), уравновешенной рас-
твором, содержащим 50 мМ Трис-Hcl (рН 8.0), 0.3 M 
nacl и 10 мМ имидазол. Для этого раствор белка, до-
полнительно содержащего те же компоненты, про-
пускали через колонку, связавшийся материал про-
мывали уравновешивающим буфером и элюировали 
в присутствии 0.3 М имидазола. Полученные фрак-
ции объединяли, концентрировали с использованием 
центрифужных концентраторов centricon (Millipore), 
пропускающих молекулы размером до 30 кДа, и хра-
нили при –20°С в присутствии 50% глицерина. Кон-
центрацию белка в пробах определяли по методу 
Брэдфорд [12].

Электрофорез белков в 12% полиакриламид-
ном геле в присутствии анионного детергента до-
децилсульфата натрия (ДСН-ПААГЭ) осущест-
вляли с использованием камеры Mini-PrOteAn® 
(Bio-rad). Для проведения иммуноблотинга белки 
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после ДСН-ПААГЭ переносили на нитроцеллюлоз-
ную мембрану с помощью вкладыша для блотинга 
Mini-trans-Blot® согласно инструкции того же про-
изводителя. Мембраны блокировали 1 ч в присут-
ствии ТТБС (50 мМ Трис-Hcl (pH 7.4), 150 мМ nacl, 
0.05% tвин-20), 1% БСА и инкубировали с разбав-
ленными тем же раствором 1 : 3000 анти-polyHis-
антителами, конъюгированными с пероксидазой 
хрена (Sigma-Aldrich) в течение ночи при 4°c. После 
отмывки в ТТБС и затем в ТБС (ТТБС без добавле-
ния tвин-20) мембрану инкубировали в свежепри-
готовленном растворе для проявления пероксидаз-
ной реакции, содержащем ТБС, 15% метанол, 0.05% 
4-хлоро-1-нафтол (Sigma-Aldrich), 0.02% Н

2
О

2
. 

РЕзУЛьТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе исследования мы наработали в бак-
териях и выделили рекомбинантный ecD Her2 
в виде нерастворимых белковых включений по ранее 
описанному методу [11]. Далее для солюбилизации 
белковых включений была повторена схема, исполь-
зованная для GSt-ecD Her2 [9], с точным соблю-
дением описанной процедуры. Белковые включения 
ресуспендировали в растворе, содержащем 10 мМ 
Трис-Hcl, 0.1 M naH

2
PO

4
, 8 M мочевину, 5 мМ ди-

тиотреитол (pH 8.0), и инкубировали в течение 30 мин 
при комнатной температуре. После центрифугиро-

вания солюбилизированного материала при 14000 g 
в течение 10 мин осадки ресуспендировали в том же 
растворе до объема супернатанта и в полученных 
пробах сравнивали содержание рекомбинантного 
белка с помощью ДСН-ПААГЭ. Эксперимент пока-
зал, что после использования данной схемы солюби-
лизации примерно половина рекомбинантного белка 
остается в нерастворимом состоянии (не показано). 
Более того, данный результат наблюдался толь-
ко при использовании свежеприготовленного рас-
твора. После его хранения около 2 месяцев при 4°С 
эффективность солюбилизации белка значительно 
снижалась. Мы предположили, что основная причи-
на снижения солюбилизирующих свойств раствора 
может быть связана с окислением дитиотреитола – 
относительно нестабильного реагента, содержащего 
восстановленные SH-группы. 

Для подтверждения важной роли SH-реагентов 
в процессе солюбилизации белка было проанали-
зировано, насколько хорошо рекомбинантный про-
дукт растворяется в присутствии 8 М мочевины 
без добавления SH-содержащих агентов или в при-
сутствии 8 М мочевины с добавлением 1% 2-мер-
каптоэтанола. С этой целью белковые включения 
солюбилизировали в растворе, содержащем 50 мМ 
Трис-HСl (рН 8.0), а также указанные компоненты, 
и инкубировали в течение 30 мин при комнатной 
температуре. Как и в предыдущем эксперименте, 
солюбилизированный материал отделяли центри-
фугированием, и осадки ресуспендировали в тех же 
растворах до объема супернатанта для сравнения 
содержания рекомбинантного белка в полученных 
пробах. Как показал проведенный эксперимент, на-
капливаемый в бактериях ecD Her2 практически 
не растворялся в присутствии 8 M мочевины без до-
бавления 2-меркаптоэтанола (рис. 1А). При добавле-
нии в солюбилизирующий раствор 2-меркаптоэта-
нола наблюдался полный переход рекомбинантного 
белка в растворимое состояние (рис. 1Б). Получен-
ный результат свидетельствовал о важной роли SH-
содержащих соединений в солюбилизации экспрес-
сированного в бактериях ecD Her2 и позволил 
заключить, что увеличение содержания дитиотреи-
тола или 2-меркаптоэтанола в растворе для солю-
билизации белковых включений может повысить 
выход растворимой формы ecD Her2. Количествен-
ное определение содержания белка в супернатанте 
показало, что использованный подход позволяет по-
лучить около 70 мг белка, экстрагированного из бел-
ковых включений, выделенных из 1 л бактериальной 
культуры. 

Экстрагированный в присутствии 8 М мочевины 
и 1% 2-меркаптоэтанола материал был использо-
ван для оценки возможности использования макси-

Рис. 1. Анализ осадков (ос) и супернатантов (суп) по-
сле экстракции рекомбинантного ECD HER2 из белко-
вых включений. Использовали следующие растворы: 
А – 50 мМ Трис-HCl (pH 8.0), 8 М мочевина; Б – 50 мМ 
Трис-HCl (pH 8.0), 8 М мочевина, 1% 2-меркапто-
этанол. Белки разделяли методом ДСН-ПААГЭ в 12% 
геле и окрашивали красителем Кумасси R-250. По-
лосы, соответствующие изучаемому белку, указаны 
стрелкой
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мально простой схемы рефолдинга при получении 
рекомбинантного ecD Her2 в растворимой форме. 
Для этого полученный в предыдущем эксперимен-
те супернатант, содержащий солюбилизированный 
белок в концентрации 18 мг/мл, разводили при ин-
тенсивном перемешивании в 250 раз в растворе, ис-
пользуемом для уравновешивания ni-содержащей 
смолы HIS-Select® (Sigma-Aldrich) при проведении 
металлохелатной хроматографии (50 мМ Трис-Hcl 
(рН 8.0), 0.3 M nacl и 10 мМ имидазол). Разведен-
ный в объеме 50 мл белок сразу пропускали через 
колонку c 400 мкл смолы, колонку тщательно про-
мывали уравновешивающим буфером, и рекомби-
нантный ecD Her2 элюировали в присутствии 0.3 М 
имидазола. Измерение содержания белка в исходном 
экстракте и полученных фракциях показало, что со 
смолой связалось и было элюировано 15% белка, про-
пущенного через колонку (0.54 из 3.6 мг). 

Как показал анализ полученных фракций с по-
мощью ДСН-ПААГЭ, использованная схема по-

зволяет получить растворимый рекомбинантный 
белок в достаточно чистом состоянии (рис. 2А, до-
рожки 3 и 4). Балластные белки с молекулярным 
весом большим, чем вес ecD Her2, практически 
отсутствовали в полученных фракциях, а несколь-
ко минорных компонентов с меньшей массой могли 
оказаться результатом незначительного гидро-
лиза рекомбинантного белка в ходе выделения, 
так как некоторые из них реагировали с анти-
телами к полигистидиновой последовательности 
(рис. 2Б). Поскольку белок, очищенный с помощью 
металлохелатной хроматографии, чаще всего со-
держит дополнительные примеси, оптимизация 
условий хроматографии, а также использование 
дополнительных методов очистки в будущем могут 
быть полезными для получения препаратов полно-
стью свободных от примесей. 

Работа поддержана РФФИ  
(грант № 12-08-01086-а).
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кДа Рис. 2. Анализ растворимой формы ECD HER2 с помощью 
ДСН-ПААГЭ и иммуноблотинга. А – белок, экстрагированный 
в присутствии 8 М мочевины и 1% 2-меркапоэтанола (дорож-
ка 2), был разведен в 250 раз в буфере для уравновешивания 
смолы HIS-Select® и очищен с помощью металлохелатной 
хроматографии (на дорожки 3 и 4 нанесено разное количество 
белка). Белки разделяли методом ДСН-ПААГЭ в 12% геле 
и окрашивали Кумасси R-250. На дорожку 1 нанесены маркеры 
молекулярного веса. Б – анализ с помощью иммуноблотинга 
белка, экстрагированного из белковых включений, показал 
присутствие в препарате ECD HER2 минорных полос меньшего 
размера, узнаваемых антителами к полигистидиновой последо-
вательности. Это свидетельствует о незначительном гидролизе 
рекомбинантного белка 


