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Альфа-фетопротеїн (АФП) — багатофункціо-
нальний транспортний білок з селективною бі-
ологічною активністю, який характерний для 
кордової крові людини та цінний з точки зору 
терапевтичного потенціалу [5, 6, 10]. Результати 
досліджень показали, що АФП здатен модулю-
вати імунну відповідь, стимулювати регенера-
цію тканин і пригнічувати запальні процеси [5, 
9]. Цей білок використовується для лікування 
таких захворювань, як автоімунні розлади (на-
приклад, ревматоїдний артрит, розсіяний скле-
роз), печінкова недостатність, а також для при-
скорення загоєння ран і регенерації нервової 
тканини [3, 7]. Крім того, АФП демонструє про-
типухлинну активність, завдяки якій його вва-
жають перспективним для лікування онколо-
гічних захворювань [1, 5]. З огляду на цей факт 
розробка ліків на основі АФП є актуальним зав-
данням сучасної біотехнології. Використання 
не лише рекомбінантного АФП, а й екстрактів 
із таких природних джерел, як кордова кров чи 
плацента, дозволяє зберегти природну струк-
туру білка та його біологічну активність. 

Відомі підходи виділення АФП з кордової або 
абортивної крові включають її фракціонування 
з видаленням формених елементів. Однак, літе-
ратурні дані свідчать про те, що АФП представ-
лений як у вільній, так і у зв’язаній формі, а 
саме: він асоціюється з рецепторними комплек-
сами на клітинах лейкоцитарного походження 
та на гемопоетичних стовбурових клітинах, ви-
являється в цитоплазмі у складі білкових комп-
лексів, а також формує позаклітинні комплекси 
з низкою лігандів [2, 6]. Крім того доведено, що 
у нативній молекулі АФП деякі біологічно ак-
тивні ділянки приховані всередині глобули і 
стають доступними лише після конформацій-
ної модифікації під впливом таких фізико-хі-
мічних чинників, як температура, рН і сольо-
вий склад середовища [6, 8]. З цієї точки зору 
перспективним є дослідження ефективності 
процесу деструкції вихідного матеріалу в різ-
них умовах, що, можливо, дозволить вплинути 
на кінцевий вихід цільового продукту.

Метою роботи було дослідження ефектив-
ності низькотемпературних режимів деструкції 
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кордової крові та оцінка залежності виходу 
АФП в екстракти від сольового складу і рН сере-
довища екстрагування.

Заготівлю кордової крові людини проводили 
під час фізіологічно нормальних пологів на 38-
40-му тижні вагітності за інформованої згоди 
донорів. Цільну кордову кров (n = 3) змішували 
із середовищами екстрагування різного сольо-
вого складу і рН у співвідношенні 1 : 4 та інку-
бували 30 хв при 18—20 °С. Використовува-
ли наступні середовища екстрагування: NaCl 
150 мМ (рН 7,4 та 5,0), КCl 150 мМ (рН 7,4 та 
5,0) та 10 мМ Трис-НCl (рН 7,4).

Отримані зразки піддавали кріодеструкції 
шляхом комбінування режимів швидкого-по-
вільного заморожування та подальшого швид-
кого-повільного розморожування в контейне-
рах об’ємом 5 мл. Швидке заморожування зраз-
ків виконували зі швидкістю 30 °С/хв до кін-
цевої температури –196 °С, швидке розморожу-
вання проводили за допомогою водяної бані 
при температурі 38 °С. Повільне заморожуван-
ня проводили зі швидкістю 1 °С/хв у парах рід-
кого азоту, а повільне розморожування — за 
кімнатної температури (18—20 °С).

У якості контролю використовували загаль-
ноприйняті методи деструкції клітин: гіпото-
нічний лізис (до зразків додавали 10 мМ Трис-
НCl, рН 7,4) та високотемпературну деструк-
цію (зразки 30 хв витримували при 70 °С). 
Після цього зразки центрифугували 10 хв при 
11 000 g. Супернатанти збирали та використо-

вували для визначення вмісту АФП методом 
двоцентрового хемілюмінесцентного імуноме-
тричного аналізу з використанням набору ре-
агентів «IMMULITE 2000 AFP» (Siemens Heal-
thineers, США).

Дані представлені як середнє ± стандартне 
відхилення (mean ± SD, n = 3 донори на групу). 
Для кожного донора значення було усереднено 
з трьох технічних реплікатів. Статистичне по-
рівняння між групами проводили за до-помо-
гою непараметричного U-критерію Манна-Уїтні.

Результати дослідження показали, що вико-
ристання обох низькотемпературних режимів 
дозволило суттєво підвищити вміст АФП в екс-
трактах порівняно не лише з термодеструкцією, 
а й з гіпотонічним лізисом. З таблиці видно, що 
вміст АФП в екстрактах за використання гіпо-
тонічного лізису складає (47,7 ± ,052) МО/мг 
білка, що, як мінімум, удвічі менше, ніж після 
застосування кожного з 8 варіантів низькотем-
пературного впливу. У результаті проведення 
термодеструкції АФП очікувано залишається в 
екстрактах в залишковій кількості.

Відмінності досліджуваного показника спо-
стерігались за використання режимів швидкого
заморожування-швидкого розморожування та 
повільного заморожування-повільного розмо-
рожування після застосування розчину NaCl, 
рН 7,4. Так, кількість АФП в екстракті, отрима-
ному після застосування режиму повільного за-
морожування-повільного розморожування, була
на 32,2 % більшою, ніж у екстракті, отримано-

Вміст АФП в екстрактах кордової крові людини в залежності від режиму деструкції клітин 
та сольового складу і рН середовища екстрагування

Розчин екстрагування 

Вміст АФП, МО/мг білка

Швидке заморожування — 
швидке розморожування

Повільне заморожування — 
Повільне розморожування Термодеструкція (70 °C)

NaCl
рН 7,4
рН 5,0

КCl
рН 7,4
рН 5,0

109,12 ± 19,9 *, #

148,26 ± 21,5 *, #

126,36 ± 40,6 *, #

136,49 ± 25,2 *, #

160,85 ± 22,5 *, #, **

124,16 ± 51,5 *, #

123,34 ± 27,0 *, #

177,75 ± 32,4 *, #

10,98 ± 8,3 #

30,39 ± 3,0 ×

36,31 ± 3,3
13,67 ± 8,5 #

Гіпотонічний лізис 47,7 ± 7,05

Примітки:  * — відмінності значущі порівняно з відповідним варіантом термодеструкції (р ≤ 0,01); # — 
відмінності значущі порівняно з гіпотонічним лізисом (р ≤ 0,01); × — відмінності значущі порівняно з 
гіпотонічним лізисом (р ≤ 0,05); ** — відмінності значущі порівняно зі швидким заморожуванням/швидким 
розморожуванням у відповідному розчині екстрагування (р ≤ 0,05).
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му після проведення швидкого заморожуван-
ня-швидкого розморожування (p ≤ 0,01).

Зважаючи на відому чутливість АФП до кон-
формаційних змін [6, 8], не виключено, що за-
стосовані температурні режими та різні умови 
рН, ймовірно, сприяли модифікації третинної 
структури білка, впливаючи на його біологічну 
активність. У цьому дослідженні функціональ-
ну активність АФП не оцінювали, проте літера-
турні дані свідчать про те, що конформаційні 
зміни можуть як активувати приховані біоло-
гічно активні ділянки молекули, так і призво-
дити до її часткової інактивації залежно від фі-
зико-хімічних умов середовища [6, 8]. Отже, 
оптимізація параметрів екстрагування впли-
ває не лише на кількісний вихід білка, а й може 
бути пов’язана з модулюванням його функціо-
нальних властивостей, що потребує подаль-
ших досліджень.

Таким чином, отримані дані підтверджують 
залежність вивільнення АФП із кордової крові 
від застосованих режимів охолодження-розмо-
рожування зразків, сольового складу і рН се-
редовища екстрагування. Крім того, результати 
дослідження узгоджуються з даними G.M. Fahy 
та співавт. [4] стосовно того, що найбільше руй-
нування клітинних компонентів відбувається 
при повільному охолодженні біологічної сиро-
вини в діапазоні температур кристалізації води 
(особливо в точці евтектики даного розчину) і 
рекристалізації. Ці висновки підкреслюють 
важливість контролю температурних та хіміч-
них параметрів для оптимізації процесів де-
струкції і екстрагування, що є ключовим фак-
тором для подальшого вдосконалення методів 
збереження біологічних матеріалів та отриман-
ня високоякісних продуктів для медичного і 
біотехнологічного застосування.
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