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Выявлено наличие белка SOP ожидаемого размера (около 26 кДа), который накапливается в клет-
ках преимущественно в нерастворимой форме (в виде телец включения). В отрицательном контроле 
присутствует белок с похожей молекулярной массой в количестве (2,40 ± 0,17) % (n = 3) от общего 
клеточного белка, на что сделана поправка при последующей оценке доли целевого белка в клетках. 
Дальнейшая идентификация рекомбинантного белка в клетках продуцента проведена с применением 
иммуноферментного анализа.

Проверка антигенных свойств целевого белка с помощью иммуноферментного анализа. Метод 
иммуноферментного анализа позволяет определить, взаимодействует ли целевой белок с соответствую
щими антителами, при этом избежав трудностей с переносом целевого белка на мембрану из поли-
винилиденфторида, которые возникли при попытке проведения вестерн-блоттинга. Для иммунофер-
ментного анализа использовали образцы белка, отобранные в предыдущем эксперименте, – фракции 
белка из клеток с плазмидой pET-SOP, культивированных при температуре 37 °С, положительный и от-
рицательный контроль. Пробы доводили до одинаковой концентрации общего белка (каждый образец 
брали в четырех повторах). В качестве первичных антител в анализе использовали поликлональную 
антисыворотку к ЦВС-2, а в качестве вторичных – антитела к свиному иммуноглобулину G, конъю-
гированные с пероксидазой хрена. В конце анализа была измерена оптическая плотность полученных 
образцов при 450 нм. Обобщенные результаты этих измерений представлены на рис. 2.

Как видно из рис. 2, оптическая плотность образцов с белком SOP заметно превышает оптическую 
плотность отрицательного контроля. Согласно проведенному дисперсионному анализу эта разница в оп-
тической плотности является статистически значимой ( p < 0,001 (7,454E – 6)). Данные иммунофермент-
ного анализа показывают, что в клетках продуцента, содержащих плазмиду pET-SOP, присутствует це-
левой модифицированный белок, который сохраняет свои эпитопные антигенные свойства. При этом 
оптическая плотность проб с нерастворимой фракцией значительно превышает оптическую плотность 
проб с растворимой фракцией, что указывает на преимущественное накопление целевого белка в не-
растворимом состоянии, это согласуется с результатами ПААГ-электрофореза.

Рис. 2. Результаты иммуноферментного анализа образцов белка  
из клеток E. coli с рекомбинантными плазмидами: 

1 – отрицательный контроль (общий белок из клеток без рекомбинантных плазмид);  
2 – положительный контроль (общий белок из клеток с плазмидой pET-TP3);  

3 – общий белок из клеток с плазмидой pET-SOP;  
4 – нерастворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP;  

5 – растворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP.  
Высота столбцов соответствует средней оптической плотности  

образцов при 450 нм, усы показывают стандартную ошибку среднего
Fig. 2. Results of enzyme-linked immunosorbent assay of proteins  

from E. coli cells with recombinant plasmids: 
1 – negative control (total protein from cells without recombinant plasmids);  

2 – positive control (total protein from cells with pET-TP3 plasmid);  
3 – total protein from cells with pET-SOP plasmid;  

4 – insoluble fraction of proteins from cells with pET-SOP plasmid;  
5 – soluble fraction of proteins from cells with pET-SOP plasmid.  

The height of the columns corresponds to the average  
optical density at 450 nm, the whiskers shows standard error of the mean


