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Введение

В современных медико-биологических иссле-

дованиях, включая молекулярную диагностику

(иммуноанализ, ПЦР (полимеразная цепная реакция)

-диагностика) социально-значимых заболеваний,

важная роль отводится методам селективного выде-

ления из биологических жидкостей определенных

соединений и биомолекул — иммуноглобулинов,

рекомбинантных белков, моно-, ди- и олигонуклео-

тидов, наркотических веществ и др. К таким методам

относится металл-аффинная хроматография (Immo-

bilized-Metal Affinity Chromatography — IMAC),

основанная на сродстве (affinity) ионов переходных

металлов к гетероатомам N, S, O или P функцио-

нальных групп белков и нуклеиновых кислот [1 – 3].

Адсорбция соответствующих соединений на носи-

теле осуществляется за счет образования коорди-

национной связи между электронодонорными

центрами органических молекул и ионами металла,

иммобилизованными на его поверхности. Для

проведения десорбции достаточно изменить рН

элюирующего раствора или использовать более

сильные хелатирующие агенты.

Одной из наиболее известных областей примене-

ния металл-афинной хроматографии является очист-

ка рекомбинантных белков, имеющих на N-конце

последовательность из шести и более остатков

аминокислоты гистидин (Histag — меченые белки)

[1, 4 – 6]. В основе метода лежит взаимодействие

атомов азота, входящих в состав имидазольного

кольца гистидина, с ионами переходных металлов

таких, как Cu2+, Zn2+, Co2+ или Ni2+, хелатированными

на поверхности агарозы или диоксида кремния с

помощью химически привитых полидентантных

лигандов — нитрилотриуксусной кислоты, карбок-

симетиласпартата, имидодиуксусной кислоты и др.

[3, 7 – 10].

Выделение белков в хроматографическом ре-

жиме с использованием стационарной фазы металл-

хелатного носителя имеет ряд недостатков, основ-

ными из которых являются длительное время про-

цесса, необходимость предварительной обработки

носителя с целью извлечения остатков органических

веществ и коллоидных примесей, вымывание ионов

металла на стадии элюирования Histag-меченых

белков имидазолом, что приводит к дезактивации

сорбента и необходимости введения ионов после
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каждого цикла адсорбции-десорбции [3]. Поэтому

разработка эффективных аффинных сорбентов с

иммобилизованными катионами металлов, позво-

ляющими быстро и селективно выделить Histag-

меченые белки из различных биологических систем,

является актуальной.

Проблемы, связанные с оптимизацией IMAC

методик, решаются путем придания аффинным

сорбентам магнитных свойств, что обеспечивает

возможность манипулирования сорбентами с

использованием магнитного поля и таким образом

упрощает процедуру извлечения рекомбинантных

белков из гетерогенных смесей [11 – 15]. В большин-

стве магнитных аффинных сорбентов ионы никеля

иммобилизованы посредством различных хелати-

рующих лигандов [11 – 14]. Так, коммерчески

доступный магнитный аффинный сорбент Ni2+-NTA

MABs (Qiagen, Германия) с емкостью по белкам

(~20 кДа) 5 – 10 мг/см3 представляет собой микро-

сферические частицы 20 – 70 мкм, состоящие из маг-

нитного ядра на основе оксидов железа и полисаха-

ридной оболочки с ковалентно привитыми остатками

нитрилотриуксусной кислоты, хелатирующей ионы

Ni2+ [14, 15]. Другим направлением усовершенство-

вания сорбентов является повышение прочности

связывания ионов металла на поверхности носителя

за счет исключения использования комплексооб-

разователей в структуре сорбента. В ряде работ

предложены сорбенты, состоящие из ядра на основе

синтетического магнетита или маггемита и сили-

катной оболочки, в которую без участия хелати-

рующих лигандов инкорпорированы катионы Ni2+

(Ni2+-SiMAG, Chemicell, Германия) [16, 17] или Zn2+

[8]. Полученные сорбенты характеризуются прочным

связыванием ионов Ме2+ в кремнеземной матрице,

что позволяет многократное использование сорбента

без промежуточной реактивации.

Последние разработки этого направления свя-

заны с созданием более эффективных композитных

мезоструктурированных материалов с развитой

поверхностью и высокой сорбционной емкостью.

Так, в [17,18] продемонстрированы сорбционные

свойства в отношении рекомбинантных белков полых

наносфер силиката никеля и магнитных композитных

наносфер Fe3O4/NiSiO3, в которых активным компо-

нентом являются ковалентно связанные ионы никеля.

В последние годы появился интерес к использо-

ванию в качестве носителей аффинных зондов

микросфер из летучих зол от сжигания угля [19],

например полых алюмосиликатных микросфер —

ценосфер [20], а также ферросфер на основе

феррошпинелидов, способных по своему составу,

морфологии и свойствам конкурировать с синтети-

ческими аналогами и пригодных для создания

сорбентов по типу “ядро – оболочка” для биомеди-

цинских приложений [21]. В [21] получен магнитный

сорбент Ni2+-SiO2/MM на основе магнитных микро-

сфер энергетических зол от сжигания угля с иммоби-

лизованным ионом Ni2+ на поверхности кремне-

земного слоя, синтезированного золь-гель методом.

В случае тестового выделения рекомбинантного

зеленого флуоресцентного белка, имеющего в своем

составе фрагмент из 6-и повторяющихся гистиди-

новых остатков по NH2-концу (6His-CLGFP), адсорб-

ционная специфическая емкость указанного аффин-

ного сорбента составила 1 – 3,5 мг на 1 г сорбента.

Недостатками таких сорбентов являются много-

стадийность нанесения кремнеземного слоя на

магнитные микросферы и низкая адгезионная

прочность силикатного покрытия, вызывающая

снижение адсорбционной емкости сорбента в

многоцикловом процессе сорбции-десорбции белка.

Поэтому представляет интерес упрощение синтеза

сорбента и повышение адгезионной прочности

кремнеземной оболочки на поверхности магнитных

микросфер без ухудшения сорбционной емкости в

отношении белков среднего размера (20 – 30 кДа).

Цель данной работы — получение магнитного

аффинного сорбента для выделения рекомбинантных

белков с использованием в качестве магнитного ядра

узкой фракции ферросфер, поверхность которых

модифицирована Ni-силикатным покрытием, с

повышенной стабильностью сорбционных свойств в

циклическом процессе.

Экспериментальная часть

Для получения аффинного сорбента использо-

вали узкую фракцию –0,063 + 0,050 мм ферросфер,

выделенную из летучей золы от сжигания Экибастузского

угля. Метод выделения фракции, химический и

фазовый составы подробно описаны в [22]. Изучение

структуры и состава поверхности глобул проводили

на порошковых образцах ферросфер методом раст-

ровой электронной микроскопии (РЭМ) с исполь-

зованием растрового электронного микроскопа

ТМ-1000 Hitachi (Япония), оснащенного EDS спектро-

метром фирмы Bruker (Германия), с разрешением

35 нм при ускоряющем напряжении 15 кВ. Анализ

осуществляли в центре или в нескольких точках

глобулы.

Получение магнитных сорбентов осуществляли

по двум маршрутам (рис. 1). По маршруту 1, вклю-

чающему 3 стадии, получен образец № 1 (табл. 1). На

первой стадии проводили синтез мезопористого

кремнеземного покрытия на поверхности магнитных
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микросфер в спиртово-аммиачной среде в динами-

ческом режиме в автоклаве при температуре 60 °С в

течение 15 ч с использованием тетраэтоксисилана

(ТЭОС) и органического темплата гексадесилтри-

метиламмония бромида (ЦТАБ) в мольном соотно-

шении: 475 H2O : 22 NH3 : 52 EtOH : 1 ТЭОС : 0,2 ЦТАБ

в автоклаве [23]. Вращение автоклава, закрепленного

перпендикулярно оси вала, осуществлялось со ско-

ростью 30 об./мин. По окончании синтеза микро-

сферы, удерживая магнитом, отделяли и промывали

дистиллированной водой до рН = 7, сушили при

80 °С, прокаливали в течение 4 ч при 540 °С. Вторая

стадия заключалась в проведении активации поверх-

ности мезопористого покрытия микросфер путем

кипячения в водном растворе при рН 12,6 в течение

4 ч. Заключительная стадия включала инкорпо-

рирование в силикатное покрытие катионов Ni2+

пропиткой 10 %-м раствором Ni(CH3COO)2 при соот-

ношениях: 0,3 г микросфер: 1 мл или 0,2 мл раствора

Ni(CH3COO)2 с последующей сушкой и прокалкой при

500 °С в течение 4 ч.

По маршруту 2 (рис. 1), включающему те же

стадии, но с предварительной активацией поверхности

ферросфер в автоклаве водяным паром при 180 °С в

течение 2 ч с последующей сушкой при 150 °С [24],

получен образец № 2 (табл. 1).

В качестве сравнения был получен образец № 3

(табл. 1) с активированной водяным паром поверх-

ностью ферросфер и инкорпорированными катио-

нами никеля, исключая стадию синтеза кремне-

земного покрытия.

Удельную поверхность образцов определяли

термической десорбцией азота многоточечным

методом БЭТ (Брунауэра – Эммета – Тейлора) на

приборе NOVA 3200e (США).

Регистрацию ИК-спектров исходных и модифи-

цированных ферросфер проводили на ИК-спектро-

метре “Tensor 27” (Bruker, Германия) в области

400 – 4000 см–1 с использованием стандартной

методики таблетирования образцов с KBr. Точность

прибора по волновому числу составляла 0,01 см–1.

Массовое соотношение — образец : KBr = 1:400.

Навеска исследуемого образца — 1 – 3 мг.

Термогравиметрический (ТГ) анализ проводили

на приборе NETZSCH STA 449C Jupiter (Германия) с

блоком Aeolos QMS 403C, позволяющем осуществ-

лять анализ отходящих газов. Исследование проводили

в платиновых тиглях в потоке смеси 20 % О2 – Ar,

масса навески 43 мг, скорость подъема температуры

10 град./мин. Инструментальная ошибка прибора

составляла 0,0001 мг.

Сорбционную емкость магнитного сорбента в

отношении рекомбинантных белков среднего раз-

мера (20 – 30 кДа), имеющих в своем составе

фрагмент из шести повторяющихся гистидиновых

остатков по NH2-концу (6His), определяли на примере

выделения зеленого флуоресцентного белка медузы

Clytia gregaria (6His-CLGFP). Рекомбинантные

клетки E.coli BL21-gold, экспрессирующие этот белок,

суспендировали в трис-HCl-солевом буфере (0,02M

ТрисHCl, pH 7, 0,15М NaCl) и разрушали с помощью

ультразвукового дезинтегратора UD-20 (Techpan,

Таблица 1

Сорбционная емкость модифицированных магнитных
микросфер

№ Удельная поверхность,   Сорбционная емкость

образца Sуд, м2/г мг/г мг/см3

Аналог [21] 6 1 1,0 – 3,5 2,0 – 6,9

1 8,21±0,04 4,40±0,02 6,16±0,03

2 8,12±0,04 4,81±0,03 6,73±0,04

3 1,30±0,01 2,37±0,02 3,32±0,03

Рис. 1.  Схема получения магнитного аффинного сорбента.
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Польша) (6 имп. по 20 с, 0 °С). Для тестирования

образцов использовали раствор очищенного белка

6His-CLGFP. В пробирку с навеской частиц сорбента

вносили 1 мл раствора белка с оптической плот-

ностью OD485нм
 = 0,76 – 0,83 и перемешивали в течение

2 мин. Частицы сорбента фиксировали у стенки

пробирки с помощью магнита, а раствор белка

удаляли пипеткой. Спектр поглощения раствора

записывали на спектрофотометре UVIKON 943

(Kontron Instruments, Италия). Оценку сорбционной

емкости сорбента (m) проводили по разнице оптиче-

ских плотностей растворов (OD) при длине волны

485 нм до и после поглощения с использованием

значения молярной экстинкции (Е485) 6His-CLGFP в

зеленой области [25]:

3
исх сорбц

485 сорбента

OD OD 26,4 10
,

V
m

E m

− ⋅ ⋅= ⋅

где ODисх — оптическая плотность исходного

раствора белка при 485 нм; ODсорбц — оптическая

плотность раствора белка при 485 нм после сорбции;

Е485
 — коэффициент экстинкции при 485 нм и

толщине слоя L = 1 см, М–1·см–1; М — молярность,

моль/л; V — объем раствора белка, взятого для

тестирования навески сорбента (mсорбента), л; 26,4·103

— молекулярная масса зеленого флуоресцентного

белка, г/моль.

Результаты и обсуждение

Ферросферы в летучих золах образуются в

результате термохимических и фазовых превращений

железосодержащих минеральных форм угля в

процессе его пылевидного сжигания [26], имеют

широкий интервал химического и фазового составов,

что обуславливает разнообразие их морфологии и

структуры, с размерами от субмикронных до ~ 500 мкм.

Тонкое разделение концентратов ферросфер с

использованием комбинированной схемы разде-

ления, включающей стадии гранулометрической

классификации, гравитационной и магнитной сепа-

рации, позволяет получать узкие фракции стаби-

лизированного состава и морфологии с высокой

насыпной плотностью до 2,5 г/см3 [27, 28]. Текстура

магнитных микросфер образована кристаллитами

феррошпинели с примесью минорных фаз: гематита,

кварца, кальцита, муллита и ε-Fe2O3 [22], капсули-

рованных в силикатном стекле разного состава,

которая служит своего рода защитной оболочкой,

препятствующей окислению магнитного компонента

и его потенциально возможному растворению в

случае контактирования с водными средами. Наряду

с этим, силикатное стекло содержит на своей

поверхности реакционноспособные силанольные

группы ≡Si–OH, которые могут служить якорными

группами для связывания дополнительного функ-

ционального слоя SiO2 высокой поверхности или

закрепления катионов d-металлов.

В химическом составе используемой фракции

ферросфер –0,063 + 0,050 мм преобладает Fe2O3

(59,8 масс. %), и значительно меньше содержится SiO2

и Al2O3 — 26,5 и 9,4 масс. %, соответственно, в фазо-

вом составе фракции основными являются железо-

оксидные фазы: феррошпинель — 48,8 масс. % и гема-

тит 2,9 масс. %, а также аморфная фаза (41,2 масс. %),

обогащенная Fe2O3, SiO2 и Al2O3 [22, 29]. Удельная

поверхность фракции составила 1,3 м2/г. На рис. 2

приведено РЭМ-изображение фракции общего вида.

В ней преобладают глобулы с высоким содержанием

стекла и различающиеся кристаллической микро-

структурой. Высокое содержание силикатного стекла

позволило получить в процессе “темплатного” син-

теза на поверхности ферросфер дополнительный

функциональный слой и повысить удельную поверх-

ность фракции до 8 м2/г. На рис. 3 приведены РЭМ-

изображения ферросферы с мезопористым силикат-

ным покрытием (рис. 3а) и локального участка при

большом увеличении (рис. 3б). РЭМ индивидуальной

ферросферы с инкорпорированными в мезопористое

покрытие катионами Ni2+ и EDX-спектрами составов

областей кристалла (1) и стеклофазы (2) приведен на

рис. 4. Несмотря на значительное различие локали-

заций элементов в двух областях, можно предполо-

жить, что силикатное покрытие образуется на всей

поверхности глобул, что подтверждается наличием

элементов Si и Ni не только в области стеклофазы, но

и в области кристалла.

По данным рентгенофазового анализа (рис. 5) и

низкотемпературной адсорбции азота в составе моди-

фицированных микросфер присутствует фаза мезо-

Рис. 2. РЭМ�изображение фракции ферросфер –0,063 +
+ 0,05 мм.
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пористого силиката с диаметром пор 29 Å, аналогич-

ная материалу МСМ-41 [30]. Слабовыраженный ре-

флекс в области основного пика МСМ-41 на дифрак-

тограмме полученного материала (рис. 5, рентгено-

грамма 2) свидетельствует о низком содержании син-

тезированного силикатного компонента и/или низкой

упорядоченности его структуры по сравнению с

эталонным образцом МСМ-41. Исходя из сопостав-

ления величин удельной поверхности полученного

материала (~ 8,2 м2/г) и МСМ-41 (~1000 м2/г),

оценочное содержание мезопористого SiO2 в составе

микросферического композитного материала

составило около 1 масс. %.

На рис. 6 приведены ИК-спектры исходной

фракции ферросфер (1), фракции с мезопористым

силикатным покрытием (2) и их дифференциальный

спектр (3). В ИК спектре исходной фракции ферро-

сфер присутствует полоса поглощения (ПП) с макси-

мумом при 1082 см–1, относящаяся к валентным

колебаниям Si – O связи. После нанесения мезопо-

ристого силикатного покрытия в ИК-спектре наблю-

дается новая ПП с максимумом при 1096 см–1.

Рис. 3. РЭМ�изображение индивидуальной ферросферы с
мезопористым силикатным покрытием (а) и
локального участка поверхности (б).

а

б

а

в

Рис. 4. РЭМ�изображение индивидуальной ферросферы с
мезопористым силикатным покрытием с инкор�
порированными катионами Ni2+ (а) и спектры
электронно�волновой дисперсии областей: б —
кристалла 1, в — стеклофазы 2.

б

Рис. 5. Рентгенограммы: 1 — индивидуального МСМ�41,
2 — фракции ферросфер с мезопористым сили�
катным покрытием.
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Присутствие в дифференциальном спектре (3) ПП

1098, 810 и 470 см–1, относящихся к валентным и

деформационным колебаниям Si – O связи, указывает

на наличие дополнительного силикатного покрытия

на ферросферах. После введения катионов никеля для

ПП 1096 см–1 наблюдается смещение ПП на 33 см–1

(1063 см–1), что может свидетельствовать о связи

катионов никеля с атомом кислорода Si – O группы

нанесенного силикатного покрытия.

Сорбционная емкость полученного сорбента

№ 1 составила 4,4 мг белка на 1 г сорбента (табл. 1),

что превышает сорбционную емкость (1 – 3,5 мг/г)

сорбента, полученного золь-гель методом с

Sуд = 61 м2/г [21]. Исследование в многоцикловом

сорбционном процессе показало, что сорбционная

емкость не изменялась после трех циклов, а после

седьмого цикла сохранилась на уровне 70 %. В анало-

гичных условиях адсорбционная емкость сорбента-

аналога снизилась до 20 %. Это свидетельствует об

улучшении прочности связывания покрытия с по-

верхностью по сравнению с аналогом. Вместе с тем,

наблюдаемое снижение сорбционной емкости после

7 цикла и визуально регистрируемое помутнение

раствора после сорбции белка свидетельствует о

продолжающейся, хоть и менее значительной,

миграции компонентов кремнеземной оболочки в

раствор. Причинами этого может быть как отслоение

непрочно связанных силикатных частиц, так и выход

в раствор избыточных координационно-ненасы-

щенных форм ионов Ni2+.

С целью увеличения прочности связывания

кремнеземного покрытия с поверхностью ферросфер

за счет увеличения концентрации якорных силаноль-

ных групп ≡Si–OH на поверхности силикатного

стекла, капсулирующего магнитное ядро ферросфер,

была проведена стадия предварительной паровой

активации поверхности ферросфер фракции в

автоклаве при температуре 180 °С в течение 2 ч, а

затем высушены при 150 °С (рис. 1, маршрут 2).

Результаты дифференциально-термического анализа

обработанного паром образца свидетельствуют о

потере массы ~ 0,1 % в области температур > 200 °С с

максимумом при 309 °С (рис. 7), связанной с

дегидратацией силанольных групп, что подтверждает

образование на поверхности ферросфер прогно-

зируемого количества дополнительных гидроксиль-

ных групп [31]. Для снижения выхода в раствор слабо

закрепленных форм ионов Ni2+ было уменьшено

количество вводимой соли никеля при использовании

базового “темплатного” способа синтеза. Таким обра-

зом, получен магнитный сорбент № 2 (Sуд = 8 м2/г)

(табл. 1). Адсорбционная емкость образца № 2 в

отношении белка 6His-CLGFP увеличилась на ~ 10 %

и составила 4,8 мг белка на 1 г сорбента. При объем-

ной плотности фракции ферросфер –0,063 + 0,050 мм

1,4 г/см3 сорбционная способность единицы объема

сорбентов достигает 6,7 мг/см3, что близко к

сорбционной способности коммерческих образцов

(5 – 15 мг/см3 для Ni NTA MAB, Qiagen, Германия и

Co-Talon Magnetic Beads, Clontech, США). Адсорб-

ционная емкость активированных паром ферросфер

без силикатного покрытия с иммобилизованными

ионами никеля (образец № 3) составила 2,4 мг/г

(3,4 мг/см3). Для всех образцов сорбента не наблюда-

лось образования взвесей в растворах сорбции, что

свидетельствует о достижении требуемой адгезион-

ной прочности покрытия и более прочном связы-

Рис. 7. ТГ�кривые (1, 2) и интенсивности иона с m/z = 18
(H2O) (3, 4) в зависимости от температуры для
ферросфер фракции –0,063 + 0,05 мм: 1, 4 —
исходной, 2, 3 — после паровой активации.

Рис. 6. ИК�спектры: 1 — исходной фракции ферросфер
–0,063 + 0,050 мм, 2 — фракции ферросфер с
нанесенным силикатным мезопористым покрытием
после прокаливания, 3 — дифференциальный спектр.
Частотные характеристики приведены для диффе�
ренциального спектра.
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вании катионов Ni2+ в кремнеземной оболочке по

сравнению с ранее полученными образцами.

Выводы

Получен магнитный аффинный сорбент по типу

“ядро – оболочка” для выделения рекомбинантных

белков среднего размера (20 – 30 кДа), в котором в

качестве магнитного ядра использовали ферросферы

узкой фракции с содержанием аморфной алюмоси-

ликатной фазы около 40 масс. %, поверхность которых

была функционализирована созданием мезопорис-

того силикатного покрытия с инкорпорированными

ионами никеля без участия хелатирующих агентов.

Полученный сорбент характеризуется приемлемой

прочностью связывания кремнеземной оболочки и

аффинного компонента (Ni2+), улучшенной стабиль-

ностью сорбционных свойств в циклическом про-

цессе и сорбционной емкостью относительно зелено-

го флуоресцентного белка 6His-CLGFP на уровне 7

мг/см3, что близко к показателям коммерческих

образцов (5 – 15 мг/см3 для Ni NTA MAB, Qiagen,

Германия и Co-Talon Magnetic Beads, Clontech, США).

Предложен более простой способ синтеза сорбентов

с емкостью по белку до 3,4 мг/см3, исключающий

стадию синтеза кремнеземного покрытия.
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М. А. Федорчак, О. М. Шаронова, Е. В. Мазурова, Т. А. Верещагина, А. Г. Аншиц

Magnetic affinity adsorbents for isolation of recombinant proteins

M. A. Fedorchak, O. M. Sharonova, Ye. V. Mazurova,
T. A. Vereshchagina, A. G. Anshits

The affinity sorbent of the “core – shell” type was prepared based on fly ash ferrospheres with the aluminosilicate glass phase

content of 41 wt. % as a magnetic core. The synthesis of the functional coating included four steps: a steam treatment of

fraction, the synthesis of mesoporous silica coating onto the ferrospheres surface, the surface activation by boiling in an alkaline

medium followed by immobilization of Ni2+ ions on the surface of modified ferrospheres by the impregnation method. The modified

ferrospheres were characterized by the methods of simultaneous thermal analysis, infrared spectroscopy, X-ray diffraction

and low-temperature nitrogen adsorption. It was found that the sorbent obtained is characterized by an acceptable strength of

binding of the functional shell and sorption capacity with respect to the green fluorescent protein of up to 6.7 mg/cm3. The stability

of the sorbent in repeated use was studied. It was established that the sorption capacity after the seventh cycle was stabilized

at 70% level of the initial capacity.

Keywords: ferrospheres, magnetic affinity sorbent, green fluorescent protein.
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