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Объектом изучения молодого ученого являются пептидные 
ингибиторы α-амилаз млекопитающих, обнаруженные в яде 
морских анемон. Дарья Владимировна принимает участие в на-
учно-исследовательском проекте, поддержанном грантом РНФ 
№ 21–74–20147, целью которого является изучение фармаколо-
гического потенциала пептидных ингибиторов   α-амилаз и их 

использования как основы для дизайна новых лекарственных средств для эффективного гликеми-
ческого контроля у пациентов с ожирением и сахарным диабетом. Результаты научной работы были 
представлены на XVIII Всероссийской молодежной школе-конференции по актуальным проблемам 
химии и биологии (Владивосток, 2021 г.) и региональной научно-практической конференции сту-
дентов, аспирантов и молодых ученых по естественным наукам (Владивосток, 2022 г.).
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Аннотация. Подобраны условия выделения рекомбинантного ингибитора α-амилаз млекопитаю-
щих, магнификамида, морской анемоны Heteractis magnifica. Выявлено, что проведение 
процедуры рефолдинга гибридного белка приводит к существенному увеличению вы-
хода рекомбинантного пептида с корректной пространственной укладкой в сравнении с 
выделением пептида без проведения процедуры рефолдинга.
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Abstract. The obtaining conditions of recombinant inhibitor of mammalian α-amylase, magnificamide, sea 
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structure in comparison with the peptide isolation without the refolding.
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В настоящее время известно множество биологически активных веществ, 
продуцируемых наземными животными и растениями. При этом существуют 
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недостаточно изученные морские организмы, являющиеся ценным источником 
соединений, которые могут быть использованы в фармацевтической и многих 
других важных отраслях промышленности. Заслуживают внимания животные 
типа Стрекающие (Cnidaria): их метаболиты обладают высокой биологической 
активностью и характеризуются значительным разнообразием, что обусловлива-
ет широкий спектр действия в отношении различных мишеней. Большинство из 
этих соединений являются токсинами белковой природы, способными оказывать 
влияние на различные сигнальные и метаболические пути организма [1]. Недав-
но для группы токсинов была обнаружена способность ингибировать панкреати-
ческую α-амилазу, осуществляющую в организме гидролиз крахмала до моно- и 
олигосахаридов, что может быть использовано в качестве потенциального лекар-
ственного средства против сахарного диабета второго типа [2]. В клинической 
картине данного заболевания наблюдается чрезмерное повышение постпранди-
ального (после еды) уровня глюкозы в крови, что приводит к повреждению нерв-
ной, выделительной, сердечно-сосудистой и других систем и органов [3]. Замед-
ление переваривания крахмала за счет ингибирования фермента играет ключевую 
роль в контроле уровня глюкозы в крови после еды. Фармацевтические препараты 
миглитол (GlysetTM), воглибоза (VoglibTM) и акарбоза (PrecoseTM или GlucobayTM) 
снижают активность α-глюкозидаз, однако из-за низкой ингибиторной активно-
сти требуется использование высоких концентраций действующего вещества, что 
приводит к появлению побочных эффектов со стороны ЖКТ, нервной системы и 
печени. В связи с этим актуальная задача в фармакологии и биотехнологии – по-
иск более эффективных препаратов, вызывающих меньшие побочные эффекты. 
Эта задача может быть отчасти решена с помощью ингибиторов α-амилаз, об-
наруженных в морских анемонах Stichodactyla helianthus и Heteractis magnifica: 
хелиантамида и магнификамида [2, 4]. Данные пептиды (44 а. о., 4,7 кДа) могут 
быть предложены для создания на их основе пероральных лекарственных препа-
ратов, поскольку они принадлежат к семейству β-дефензинов, пространственная 
структура которых характеризуется высокой устойчивостью как к протеолизу, так 
и к кислотному гидролизу за счет компактного фолда, состоящего из нескольких 
антипараллельно расположенных β-листов, стабилизированных тремя консерва-
тивно расположенными дисульфидными связями [5].

Как правило, при выделении и работе с нативными пептидами возникает ряд 
затруднений, которые связаны с трудоемким процессом разделения близких по 
физико-химическим свойствам молекул, малыми количествами выделенного це-
левого вещества и необходимостью использования живых организмов, что приво-
дит к сокращению популяции морских животных. Современные методы генной 
инженерии, в том числе технологии рекомбинантных ДНК, позволяют получать 
белковые молекулы без причинения вреда морскому биоценозу и с высоким вы-
ходом высокоочищенного продукта путем экспрессии пептидов в бактериальных 
или дрожжевых системах. Ранее нами была разработана схема (рис. 1) экспрессии 
и выделения рекомбинантного магнификамида в Escherichia coli с выходом 4 мг/л 
клеточной культуры [4]. Однако лимитирующими факторами получения конечно-
го продукта являлись низкая эффективность гидролиза гибридного белка энтеро-
киназой и образование большого количества целевого пептида с некорректным 
фолдингом.

В данной работе была поставлена задача оптимизировать условия выделения 
целевого пептида путем изменения концентрации энтерокиназы и проведения 
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процедуры рефолдинга гибридного 
белка и целевого пептида с целью уве-
личения выхода конечного продукта.

Для получения рекомбинантного 
магнификамида была использована 
экспрессионная конструкция на ос-
нове плазмиды pET-32b(+) (Novagen, 
Германия), содержащая нуклеотидную 
последовательность целевого пеп-
тида (UniProtKB-C0HK71), экспрес-
сирующегося в составе гибридного 
белка совместно с тиоредоксином и 
гексагистидиновой последователь-
ностью (6хHis tag) для повышения 
стабильности и растворимости белка 
и выделения его методом металл-аф-
финной хроматографии соответствен-
но. Клетки Escherichia coli штамма 
SHuffle®, в генной инженерии ис-
пользующегося для выделения бел-
ков с дисульфидными связями, путем 
электропорации трансформировали 
плазмидой pET-32b(+)-magnificamide, 
после чего осуществляли селекцию 
трансформированных клеток на чаш-

ках Петри, содержащих LB-агар с добавлением антибиотика карбенициллина 
(Invitrogen, США) (100 мг/л). Экспрессию гибридного белка индуцировали до-
бавлением изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) (Invitrogen, США) до 
конечной концентрации 0,2 мМ и проводили в течение 18 ч при перемешивании 
(180 об/мин) в 1 л жидкой питательной среды LB (10 г/л триптон, 10 г/л хлорид на-
трия, 5 г/л дрожжевой экстракт; Difco, BD, США) на логарифмической фазе роста 
бактериальных клеток при температуре 18 °С при достижении оптической плот-
ности A600 = 0,6–0,8. Клетки после экспрессии осаждали центрифугированием и 
разрушали методом ультразвуковой дезинтеграции, после чего выделяли белок из 
лизата методом металл-аффинной хроматографии с Ni2+-NTA-агарозой в качестве 
носителя.

Для оптимизации условий выделения магнификамида раствор гибридного бел-
ка был разделен на две части, в одной из которых проведена процедура рефолдинга 
с последующим гидролизом энтерокиназой, в другой − гидролиз энтерокиназой с 
последующим рефолдингом. Рефолдинг гибридного белка осуществляли по ранее 
описанному методу рефолдинга слитых с тиоредоксином пептидов, содержащих 
несколько дисульфидных связей [6], согласно которому к раствору белка добав-
ляли окисленный и восстановленный L-глутатион (AppliChem, Германия) до кон-
центрации 1 мМ и 4 мМ соответственно и инкубировали при температуре 10 оС в 
течение 5 дней, после чего добавляли энтерокиназу с расчетом 1,5 ед/мг белка и 
инкубировали в течение 24 ч. Вторую часть гибридного белка гидролизовали эн-
терокиназой при тех же условиях и затем проводили рефолдинг. Рекомбинантный 
пептид выделяли методом ОФ ВЭЖХ в градиенте концентрации ацетонитрила 

Рис. 1. Общая схема экспрессии и выделения ре-
комбинантного магнификамида
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0–70 %, концентрировали и лиофильно высушивали. Наиболее симметричный 
пик, соответствующий магнификамиду, в профилях элюции реакционной смеси 
наблюдали в случае проведения процедуры рефолдинга до гидролиза гибридного 
белка энтерокиназой (рис. 2), что говорит о приобретении большей частью моле-
кул одинаковой пространственной конформации. 

Молекулярные массы полученных пептидов, определенные методом МАЛДИ 
масс-спектрометрии, составили 4769 Да (рис. 3), что соответствует расчетной 
молекулярной массе магнификамида. Целевые пептиды обладали биологической 
активностью: они эффективно ингибировали свиную панкреатическую амилазу 
(PPA) с константой ингибирования 0,18 нМ, что соответствует значению, получен-
ному ранее для рекомбинантного магнификамида [4]. В результате с 1 л клеточной 
культуры было получено 4,6 мг рекомбинантного магнификамида при условии 

Рис. 2. Профили элюции компонентов реакционной смеси после ферментативного гидролиза ги-
бридного белка энтерокиназой: без проведения рефолдинга (А); проведение рефолдинга после ги-
дролиза (Б); проведение рефолдинга до гидролиза (В). Молекулярная масса пептида фракции 1 соот-
ветствует молекулярной массе магнификамида, массы пептидов фракций 2 и 3 отличаются от массы 
целевого пептида

Рис. 3. Масс-спектры выделенных ОФ ВЭЖХ пептидов, полученных без про-
цедуры рефолдинга (А) и с проведением рефолдинга до гидролиза гибридного 
белка (Б)
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проведения рефолдинга после гидролиза гибридного белка и 5,8 мг/л клеточной 
культуры при проведении рефолдинга до гидролиза.

Эксперимент по выделению пептида с проведением процедуры рефолдинга до 
гидролиза был проведен еще дважды. Суммируя данные трех экспериментов, с 1 л 
клеточной культуры было получено 5,8; 6,4 и 6 мг магнификамида, что в среднем 
составляет 6 ± 0,25 мг. 

Таким образом, включение процедуры рефолдинга до проведения гидролиза 
связанных с тиоредоксином белков, содержащих несколько дисульфидных связей, 
позволило увеличить выход целевого пептида приблизительно в 1,5 раза по срав-
нению с ранее используемой стандартной схемой получения рекомбинантного 
магнификамида, которая позволяла получать около 4 мг/л клеточной культуры [4].
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