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Мета. Метою роботи було отримання 

рекомбінантного злитого білка на основі 

інтерлейкіну-7 людини (rhIL7) і целюлозо-

зв’язуючого домену (CBD). Методи. У плазмі-

дний вектор pET24a(+) субклоновано ДНК пос-

лідовності, які кодують rhIL-7 і CBD. Вектор 

містив послідовність 6His-tag, що дозволяє про-

водити хроматографічне очищення цільового 

білка. Плазмідним вектором pET24-rhIL7-CBD 

трансформували клітини E. coli штаму 

BL21(DE3). Синтез білка в отриманих клонах-

продуцентах індукували внесенням ІПТГ і за 

протоколом аутоіндукції. Результати. Сконст-

руйовано експресійну касету pET24-rhIL7-CBD. 

Отримано клони-продуценти, що дозволяють 

проводити синтез злитого білка rhIL7-CBD. 

Встановлено, що, на відміну від індукції ІПТГ, 

застосування протоколу аутоіндукції забезпечує 

синтез білка в E. coli. Білок накопичувався у 

цитоплазматичній фракції білків у формі тілець 

включення. Відпрацьовано метод хроматогра-

фічного очищення rhIL7-CBD із бактерійних 

тілець включення in vitro. Висновки. Отриманий 

білок rhIL7-CBD надалі може бути іммобілізо-

ваний на полісахаридній матриці та застосова-

ний для виділення та очищення специфічних до 

rhIL-7 поліклональних антитіл, а також для які-

сного і кількісного аналізу рецепторів до IL-7. 

Ключові слова: IL-7, CBD, бактерійні 

тільця включення, ренатурація. 

 

Інтерлейкін 7 людини (hIL-7) є терапевти-

чно важливим цитокіном. Він залучений у про-

цеси розвитку та дозрівання лімфоцитів, запез-

печує їх гомеостаз. [1]. Дослідження IL-7 і його 

рецептора (IL-7R) показали, що їх рівень варіює 

у низці захворювань, зокрема таких, як вірусні 

інфекції (ВІЛ, цитомегаловірусна інфекція, ві-

русний гепатит С), розсіяний склероз, ревматої-

дний артрит, діабет 1 типу, синдром важкого 

комбінованого імунодефіциту, гострий лімфоб-

ластний лейкоз та інших [2, 3, 4]. Наявність 

трьох дисульфідних зв’язків у структурі цитокі-

на, а також трьох сайтів глікозилювання ускла-

днює отримання терапевтичного білка в системі 

синтезу E. coli [5, 6], проте така система дозво-

ляє отримати кон’югати із цитокіном для діаг-

ностичного застосування у великих кількос-

тях [7].  

Сьогодні наукові дослідження важко уя-

вити без застосування імунологічних підходів, 

головним інструментом для проведення  яких є 

специфічні антитіла. Для очищення моноклона-

льних антитіл найбільш вживаним є застосуван-

ня афінних сорбентів на основі білка А 

Staphylococcus aureus та/або білка G 

Streptococcus. Однак, у випадку поліклональних 

сироваток, які містять близько 10 % цільових 

антитіл, зазначеними методами не можливо ви-

ділити високоспецифічні антитіла. Це в пода-

льшому критично впливає на проведення іму-

нологічних аналізів. Застосування інших хрома-

тографічних підходів, що ґрунтуються на фізи-

ко-хімічних властивостях антитіл, також не за-

безпечує необхідного ступеня чистоти, що зу-

мовлює необхідність розробки ефективних ме-

тодів виділення специфічних антитіл на іммобі-

лізованому антигені. Тому метою нашої роботи 

було отримання функціонально активного ре-

комбінантного інтерлейкіну 7 людини (rhIL-7), 

кон’югованого з целюлозозв’язуючим доменом 

(CBD – cellulose binding domain). Для створення 

афінного імунного сорбенту важливим є спосіб 

закріплення білка на його поверхні. Автора-

ми [8, 9] було з’ясовано, що CBD із целюлозолі-

тичного комплексу Clostridium thermocellum 

здатний до селективного зв’язування з целюло-

зою в умовах, коли інші білки денатуровані і 

функціонально неактивні (наприклад, у 6 М ро-

зчинах сечовини). Домен дозволяє іммобілізу-
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вати білок на поверхні цільового целюлозного 

матриксу, при цьому активні сайти білка-

партнера (rhIL7) залишаються у вільному досту-

пі, і їх позиція є оптимальною для взаємодії із 

імуноглобулінами. Так можна уникнути усклад-

нень, що виникають за використання хімічно ак-

тивованих сорбентів. Злитий білок rhIL7-CBD є 

перспективним компонентом для створення іму-

носорбенту для виділення та очищення характе-

рних для rhIL-7 поліклональних антитіл, а також 

може бути використаний для детекції IL-7R.  

 

Матеріали і методи 

Конструювання і синтез rhIL7-CBD. Для 

отримання ДНК-послідовності, що кодує rhIL7 з 

107 клітин кісткового мозку людини, за допомо-

гою реакції зворотної транскрипції отримували 

тотальну кДНК, з якої в результаті реакції ПЛР 

із застосуванням специфічних праймерів – sn 

5’CCCGCAGACCATGTTCCATG3’ та asn 

5’GCTTGAAATCGACGTAGGAG3’ – ампліфі-

кували ДНК-послідовність hIL-7 розміром 591 

п. н., яку клонували у раніше отриманий співро-

бітниками відділу плазмідний вектор pET24-

CBD [10] за сайтами рестрикції NdeⅠ та NotⅠ. 

Генно-інженерні маніпуляції з ДНК виконували 

згідно зі стандартними методами та рекоменда-

ціями виробників відповідних ферментів [11]. 

Для забезпечення синтезу цільового білка одер-

жаною плазмідою pET24-IL7-CBD трансформу-

вали клітини E. coli BL21(DE3). Синтез білка 

індукували внесенням ІПТГ і за протоколом ау-

тоіндукції [12]. Виділення та очищення бакте-

рійних тілець включення проводили згідно з 

оптимізованою нами раніше методикою [13]. 

Для визначення локалізації і кількісного вмісту 

цільового білка в сумарному лізаті клітин-

продуцентів проводили електрофоретичне роз-

ділення розчинної і нерозчинної фракцій білків 

цитоплазми клітини. 

Оптимізація очищення rhIL7-CBD. Очи-

щення білка проводили методом металоафінної 

хроматографії. Колонку HiTrap об’ємом 1 мл 

урівноважували іонами Ni2+ та приєднували до 

автоматизованої хроматографічної системи 

FPLS («Pharmacia», Швеція). Денатуруючим 

буфером, який містив 7 М гуанідин гідрохло-

рид, у 100 мМ трис-HCl (pH 8,0), 200 мМ NaCl, 

10 мМ імідазолу за швидкості потоку буфера 0,5 

мл/хв урівноважували систему. Фракцію бакте-

рійних тілець включення солюбілізували протя-

гом 1,5 годин за кімнатної температури в дена-

туруючому буфері, який містив 10 мM 2-

меркаптоетанолу, центрифугували, фільтрували 

через 0,45 мкм мембранний фільтр PVDF 

(«Millipore», США). 1 мл солюбілізованих ті-

лець включення (2 мг/мл) наносили на колонку 

зі швидкістю 0,2 мл/хв. Сорбент відмивали від 

неспецифічно зв’язаних білків денатуруючим 

буфером із 20 мМ імідазолом. rhIL7-CBD елю-

ювали денатуруючим буфером, який містив 500 

мМ імідазолу. Гомогенність очищеного білка 

аналізували у 12 %-му ДСН-ПААГ, концентра-

цію rhIL7-CBD визначали за відомою величи-

ною адсорбції А280, яку розраховували для цієї 

послідовності із застосуванням програми  

Vector NTI. 

 

Результати та обговорення 

Для отримання цільового злитого білка 

штам-реципієнт E. coli BL21(DE3) трансформу-

вали плазмідним вектором pET-rhIL7-CBD. У 

цьому векторі синтез білка відбувався за конт-

ролю промотору одного з ранніх генів бактері-

офагу Т7 (рис. 1). Індукування синтезу злитого 

білка проводили за протоколом аутоіндукції, а 

також додаванням ІПТГ за температури +30ºС 

та +37ºС. Електрофоретичний аналіз лізатів бак-

теріальних клітин показав наявність у них про-

дукту очікуваної молекулярної маси (38,2 кДа) 

за використання протоколу аутоіндукції. Вод-

ночас у результаті додавання ІПТГ синтез ці-

льового білка не спостерігався. Максимальний 

рівень накопичення цільового білка (30 % від 

вмісту сумарних білків клітин Е. coli) спостері-

гався у випадку аутоіндукції за +37ºС. Вихід 

цільового білка досягав 0,2 мг/мл вихідної куль-

тури Е. coli. В результаті електрофоретичного 

розділення розчинної і нерозчинної фракції біл-

ків Е. coli встановлено, що цільовий білок нако-

пичувався у вигляді бактерійних тілець вклю-

чення (рис. 2). 

 

 

 
Рис. 1. Схематичне розміщення елементів екс-

пресійної касети у векторі pET24 для синтезу реком-

бінантного злитого білка rhIL7-CBD. 
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Рис. 2. Електрофореграма білків E. coli, отриманих у результаті індукування синтезу rhIL7-CBD: 1, 9 – 

білки-маркери молекулярної маси («Тhermo Scientific», США); 2 – клітини без індукції; 3, 5 – індукція ІПТГ за 

30°С і 37°С відповідно; 4, 6 – аутоіндукція за 30°С і 37°С відповідно; 7 –фракція нерозчинних білків клітин, 8 – 

фракція розчинних білків клітин. 

 

Щоб отримати очищену фракцію rhIL7-

CBD, було проведено виділення тілець вклю-

чення. Денситометрія електрофореграм після 

розділення білків лізатів Е. coli за допомогою 

програми TotalLab 2.0 показала, що вміст цільо-

вого білка в тільцях включення досягав 30 % від 

вмісту сумарних білків клітин Е. сoli (рис. 2). 

Оскільки цільовий білок накопичувався у формі 

нерозчинних агрегатів (тілець включення), то 

необхідною умовою для його отримання у роз-

чинній функціонально активній формі стає етап 

його подальшої ренатурації in vitro. Суттєвий 

вплив на ефективність процесу ренатурації ма-

ють нецільові білкові домішки, що спричиняють 

агрегацію білка. Тому подальша робота була 

сконцентрована на оптимізації очищення 

кон’югату. Солюбілізацію rhIL7-CBD із тілець 

включення проводили в буферному розчині, що 

містив 7 М ГГХ та 10 мМ 2-меркаптоетанолу, 

центрифугували та відбирали супернатант для 

подальшої очистки та ренатурації. RhIL7-CBD 

містить С-кінцевий залишок олігогістидину, 

тому його очищення проводили методом мета-

лоафінної хроматографії. Під час відпрацюван-

ня умов очистки було з’ясовано, що після нане-

сення білка промивання колонки денатуруючим 

буфером із 20 мМ імідазолом дозволяє суттєво 

підвищити чистоту елюйованого білка. Чистота 

препарату складала майже 90 % (рис. 3). 

 

Висновки 

Отже, в результаті виконання роботи було 

сконструйовано злитий білок на основі інтер-

лейкіну 7 людини та целюлозозв’язуючого до-

мену Clostridium thermocellum (rhIL7-CBD) і 

забезпечено його синтез у цитоплазматичну 

фракцію клітин E. coli у формі тілець включен-

ня. Встановлено, що для функціональної актив-

ності білок потребує відновлення нативної кон-

формації за рахунок додаткового етапу ренату-

рації. Злитий білок rhIL7-CBD може бути вико-

ристаний для створення імуноафінного сорбен-

ту, а також у подальших дослідженнях для якіс-

ного та кількісного аналізу рецепторів до IL-7. 

Це дозволить проводити моніторинг функціона-

льного стану клітин імунної системи організму. 
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Рис. 3. Електрофореграма фракції білків, отриманих у результаті очищення rhIL7-CBD із бактерійних ті-

лець включення: 1 – rhIL7-CBD до оптимізації умов очищення; 2–4 – білки-маркери концентрації; 5 – білки ма-

ркери молекулярної маси; 6 – rhIL7-CBD після оптимізації умов очищення. 
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OBTAINING OF THE RECOMBINANT rhIL7-CBD FUSION PROTEIN 
Aim. The purpose was to obtain the recombinant fusion protein based on the human interleukin-7 (rhIL7) and cellulose 

binding domain (CBD). Methods. The DNA sequences encoding rhIL-7 and CBD were subcloned into the pET24a(+). 

Vector containing the 6His-tag sequence for further chromatographic purification of the target protein. The cells of 

E. coli strain BL21(DE3) were transformed with pET24-rhIL7-CBD plasmid vector. Protein synthesis was induced in 

clones by IPTG and by autoinduction. Results. An expression cassette of rhIL7-CBD protein has been designed. Pro-

ducers of rhIL7-CBD protein were obtained. It was shown that the autoinduction protocol provides protein synthesis in 

E. coli (but IPTG induction doesn’t). Protein was obtained in the cytoplasmic fraction in form of inclusion bodies. 

In vitro method of purification of rhIL7-CBD from inclusion bodies has been worked out. Conclusions. The obtained 

rhIL7-CBD protein can be used for the microcrystalline cellulose immunosorbent construction for the purification of the 

specific polyclonal IL-7 antibodies and also for qualitative and quantitative analysis of IL-7 receptors. 

Keywords: IL-7, CBD, inclusion bodies, renaturation. 
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