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Впервые доказано существование в грудном молоке (ГМ) комплекса медьпротеида–церулоплазмина (ЦП,
ферро�O2�оксидоредуктаза, КФ 1.16.3.1) и лактоферрина (ЛФ). Электрофоретическая подвижность ЦП в
ГМ при ПААГ�электрофорезе в неденатурирующих условиях меньше, чем у ЦП из плазмы крови, и иден�
тична подвижности комплекса, образующегося при смешивании очищенных препаратов ЦП и ЛФ. При
аффинной хроматографии делипидированного ГМ на ЦП�сефарозе сорбировался ЛФ. В элюате 0,3 М NaCl
с помощью Ds�Na�ПААГ�электрофореза выявлена единственная 78 кДа зона, которая иммунологически и
по определению N�концевой аминокислотной последовательности соответствует ЛФ. Синтетические пеп�
тиды R�R�R�R (N�концевой пептид ЛФ (2–5)) и K�R�Y�K�Q�R�V�K�N�K (С�концевой пептид PACAP 38
(29–38)) эффективно элюировали ЛФ с ЦП�сефарозы. Хроматографические смолы, применяемые для вы�
деления ЦП (AE�Агароза) и ЛФ (СМ�Сефадекс), не сорбируют комплекс ЦП–ЛФ из снятого ГМ. Анион�
ные пептиды ЦП (586–597), (721–734) и (905–914) эффективно элюировали ЦП с АЕ�Агарозы, но не дис�
социировали комплекс ЦП–ЛФ. При добавлении к ГМ, пропущенному через CM�Сефадекс, антител к ЛФ
вместе с ЛФ коиммунопреципитировал ЦП. Выделение комплекса ЦП–ЛФ из ГМ включало хроматогра�
фию на CM�Сефадексе, спиртовое осаждение и аффинную хроматографию на AE�Агарозе, что позволило
добиться чистоты комплекса 98%. Полученный комплекс ЦП–ЛФ (1 : 1) был разделен на компоненты при
хроматографии на гепарин�сефарозе. При ограниченном триптическом гидролизе препаратов ЦП из ГМ и
плазмы крови выявлены идентичные протеолитические фрагменты. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: церулоплазмин, лактоферрин, белок�белковые взаимодействия, грудное молоко.

Комплекс церулоплазмина (ЦП, ферро�O2�
оксидоредуктаза, КФ 1.16.3.1) и лактоферрина
(ЛФ) был впервые охарактеризован нами in vitro
[1, 2]. Было показано существование комплекса
ЦП–ЛФ in vivo при введении ЛФ человека в
кровяное русло крысы [1]. Учитывая избира�
тельность взаимодействия экзогенного ЛФ с
ЦП крысы, конкурирующим с белками плазмы
крови, мы предположили, что комплекс ЦП–ЛФ
мог бы существовать в организме при наличии
обоих белков в биологических жидкостях. 

Как ЦП, так и ЛФ присутствуют в грудном
молоке (ГМ), секрете молочных желез, обеспе�
чивающем вскармливание и защиту растущего
организма [3]. Одной из вероятных функций
комплекса ЦП–ЛФ в ГМ может быть его учас�

тие в метаболизме железа. Наши последние ис�
следования показали, что в ГМ только ЦП и его
комплекс с ЛФ обладают ферроксидазной ак�
тивностью [4]. В свете этого образование комп�
лекса ферроксидазы (ЦП) и белка из семейства
трансферриновых (ЛФ) едва ли является слу�
чайным, учитывая способность ЛФ усиливать
ферроксидазную активность ЦП. Вероятно,
комплекс ЦП–ЛФ способен выполнять свои
функции во время кормления на ранних сроках
лактации, когда рН в желудке новорожденного
находится в пределах 5–6, что не препятствует
образованию комплекса ЦП–ЛФ.

ЛФ – гликопротеин семейства трансферри�
новых с Mr ~78 000 Да, способный эффективно
связывать ионы железа, меди и др. Концентра�
ция ЛФ в ГМ 0,3–0,6 г %, что составляет
~25–43% от общего содержания белка в молоке
в зависимости от срока лактации [3, 5]. Кроме
молока, ЛФ присутствует в нейтрофильных гра�
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нулах лейкоцитов и в таких секретах, как слюна,
семенная и слезная жидкость. При грудном
вскармливании ЛФ подавляет рост патогенных
микроорганизмов (Helicobacter pylori), кроме то�
го, в желудочно�кишечном тракте новорожден�
ных происходит гидролиз ЛФ пепсином, про�
дукт которого – лактоферрицин – обладает боль�
шей бактерицидной активностью, чем интакт�
ный ЛФ. Также доказано, что ЛФ является рос�
товым фактором для клеток желудочно�кишеч�
ного тракта новорожденных [5]. 

ЦП представляет собой полифункциональ�
ный медьпротеид плазмы крови, где он содер�
жится в концентрации 35–50 мг %. Его содержа�
ние в ГМ существенно ниже – на ранних сроках
лактации оно составляет 0,5–5 мг % [6]. ЦП от�
носится к белкам острой фазы воспаления, он
обладает ферроксидазной активностью, действу�
ет как антиоксидант. ЦП человека чрезвычайно
чувствителен к протеолизу, например при гид�
ролизе трипсином молекула ЦП с Мr ~132 000
Да расщепляется с образованием фрагментов со
следующими молекулярными массами: 110, 92,
67, 52, 49, 28, 25, 19 и 18 кДа [7].

Изучение ЦП в ГМ осложнено тем, что низ�
кая концентрация этого белка затрудняет полу�
чение достаточного количества материала для
исследований. Экстраполяция результатов ис�
следования ЦП молока других млекопитающих
на свойства белка человека не всегда корректна
из�за серьезных видовых различий в составе мо�
лока. Известно, что ЦП, содержащийся в ГМ,
синтезируется клетками молочной железы, а не
поступает из кровотока материнского организ�
ма [8]. ЦП в ГМ не отличается от ЦП крови по
данным Вестерн�блоттинга и по результатам ис�
следования мРНК [9]. Были получены данные о
том, что ЦП в ГМ и ЦП крови различны по ха�
рактеру взаимодействия с лектинами и по
чувствительности к действию ЭДТА [10]. 

Исследования, о которых пойдет речь в дан�
ной работе, были направлены на выявление
комплекса ЦП–ЛФ в ГМ, разработку метода его
выделения и определение некоторых его харак�
теристик. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали окрашенные марке�
ры молекулярной массы («Bio�Rad», США),
бромциан («Fluka», Швейцария), триэтиламин,
хлорэтиламин, ЭДТА, эпихлоргидрин («Merck»,
Германия), Сефароза 4B, Сефароза 6В, СМ�Се�
фадекс С�50, CM�Сефароза, Сефадекс G�75
Superfine («Pharmacia», Швеция), акриламид, ар�
гинин, метиленбисакриламид, тетраметилэти�

лендиамин, мединал, веронал («Reanal», Венг�
рия), полный и неполный адъюванты Фрейнда,
азид натрия, глицерин, кумасси R�250, меркап�
тоэтанол, маркеры молекулярной массы для
гель�фильтрации (2000, 450, 240, 160, 67 кДа),
персульфат аммония, Tris («Serva», Германия),
фенилметилсульфонилфторид (PMSF), глицин,
о�дианизидин, протамин, Ds�Na («Sigma», США),
гепарин («Spofa», Польша), Toyopearl HW�55 Fine
(«Toyo Soda», Япония). PBS (phosphate buffer
saline) – 0,15 M NaCl, pH 7,4, 1,9 мМ Na2HPO4/
/8,1 мМ NaH2PO4; 0,1 М натрий�ацетатный бу�
фер, pH 5,5, (0,089 М AcONa/0,011 M AcOH).

Пептиды R�R�R�R, R�K�V�R, K�R�Y�K�Q�
R�V�K�N�K, H�A�G�M�E�T�T�Y�T�V, D�Q�V�
D�K�E�D�E�D�F�Q�E, E�V�E�W�D�Y�S�P�Q�R�
E�W�E и D�E�N�E�S�W�Y�L�D�D синтезирова�
ны твердофазным методом (НИИ особо чистых
биопрепаратов, Санкт�Петербург) чистотой
99,5%, по данным ВЭЖХ и аминокислотного
анализа.

Для выделения ЦП и выявления комплекса
ЦП–ЛФ использовали ГМ от 32 женщин (1–7
сут. лактации), образцы которого были любезно
предоставлены родильным домом № 6 г. Санкт�
Петербурга. Пробы ГМ делипидировали следу�
ющим образом: подвергали центрифугирова�
нию при 500 g (4°) в течение 10 мин, отбрасыва�
ли осадок и верхний слой липидов, а надосадоч�
ную жидкость центрифугировали при 15 000 g (4°)
в течение 10 мин, верхний слой липидов отбра�
сывали. 

ЛФ выделяли из грудного молока с помощью
ионообменной хроматографии на СМ�Сефаро�
зе и гель�фильтрации на Сефадексе G�75
Superfine [1]. Препарат ЦП выделен из плазмы
крови с помощью аффинной хроматографии на
протамин�сефарозе [11]. ЦП, гепарин и прота�
мин иммобилизовали на BrCN�активированной
Сефарозе 4B [11]. AE�Агарозу получали обра�
боткой Сефарозы 6В эпихлоргидрином и 2�хлор�
этиламином [12]. 

Концентрацию очищенных белковых препа�
ратов определяли спектрофотометрически, ис�
пользуя для ЦП коэффициенты a280 = 1,61 мл/мг
на 1 см и a610 = 0,0741 мл/мг на 1 см [13, 14], а для
ЛФ – a280 = 1,46 мл/мг на 1 см [15].

Определение молекулярной массы белков и
протеолитических фрагментов ЦП производили
методом Ds�Na�ПААГ�электрофореза [16]. ЦП
выявляли в геле после электрофореза в ПААГ в
неденатурирующих условиях [17] путем специ�
фического окрашивания о�дианизидином [18] и
реакции с K4[Fe(CN)6] на наличие ферроксидаз�
ной активности [4]. Антитела к ЦП, ЛФ и сыво�
роточному альбумину получали 3�кратной им�
мунизацией кролика соответствующими белка�
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ми [19]. Белки концентрировали в ячейке
Amicon на фильтре Diaflo PM 10. 

Количество ЦП и ЛФ оценивали методом
ракетного иммуноэлектрофореза с тремя парал�
лельными пробами [20]. Содержание общего
белка в пробах определяли по методу Лоури–
Фолина с тремя параллельными пробами [21].

Иммунопреципитация ЦП и ЛФ из ГМ. К 100
мкл делипидированного ГМ, пропущенного че�
рез CM�Сефадекс, добавляли 50, 100, 500, 1000 мкг
антител к ЛФ или сывороточному альбумину в
100 мкл PBS и инкубировали в течение 2 ч при
37°. Затем добавляли 100 мкг антител осла к IgG
кролика в 50 мкл PBS и инкубировали 12 ч при
37°. Иммунные комплексы осаждали центрифу�
гированием в течение 1 ч при 15 000 g (4°). В над�
осадочной жидкости определяли содержание
ЦП и ЛФ с помощью ракетного иммуноэлект�
рофореза. Отсутствие неспецифической преци�
питации ЦП антителами к ЛФ и к сывороточно�
му альбумину проверяли, добавляя эти антитела
к раствору ЦП в PBS (0,05 мг/мл) и к плазме
крови.

Аффинная хроматография ГМ на ЦП7сефарозе.
На колонку с 1 мл ЦП�сефарозы, уравновешен�
ную PBS, наносили 5 мл делипидированного
ГМ и промывали PBS, пока A280 в элюате не ста�
новилось менее 0,01. Затем колонку элюировали
2 мл 0,3 M NaCl и диализовали полученную про�
бу против PBS. В опытах по конкурентной дис�
социации комплекса ЦП–ЛФ синтетическими
пептидами на колонки, каждая из которых со�
держала 1 мл ЦП�сефарозы, наносили 1 мг ЛФ в
PBS или 5 мл делипидированного ГМ и промы�
вали PBS, пока A280 в элюате не становилось ме�
нее 0,01. Элюировали 1 мл 0,1 мM раствора пеп�
тида (или PBS без пептида в контрольном опы�
те), а затем – 1 мл 0,3 M NaCl.

N7концевой аминокислотный анализ по Эдма�
ну проведен в Институте биоорганической хи�
мии РАН (Москва). Белок после Ds�Na�ПААГ�

электрофореза был перенесен на мембрану
Immobilon P [22].

Ограниченный гидролиз трипсином проводи�
ли при весовом соотношении белок : протеина�
за = 100 : 1 при 37°. Реакцию останавливали до�
бавлением PMSF до концентрации 0,1 мМ и ки�
пячением с буфером для Ds�Na�ПААГ�электро�
фореза параллельных проб через 5 мин и через 1 ч
инкубации.

Выделение комплекса ЦП–ЛФ из ГМ. Комп�
лекс ЦП–ЛФ выделяли из 100 мл ГМ (1–7 сут
лактации). Избыток ЛФ удаляли при помощи
хроматографии на CM�Сефадексе (2,5 × 10 см).
Согласно данным ракетного электрофореза,
около 1/8 от общего количества ЛФ не сорбиро�
валось на смоле. Обработанное таким образом
ГМ подвергали осаждению 96%�ным спиртом.
При 4° к ГМ добавляли равный объем спирта и
после 30 мин инкубации центрифугировали в
течение 1 ч при 10 000 g (4°). К надосадочной
жидкости добавляли еще один объем спирта и
повторяли инкубацию и центрифугирование.
Осадок растворяли в 10 мл PBS, нерастворив�
шиеся белки удаляли центрифугированием в те�
чение 30 мин при 10 000 g (4°). На следующей
стадии белки надосадочной жидкости подверга�
ли аффинной хроматографии на колонке с AE�
Агарозой (1 × 2 см), уравновешенной PBS. Ко�
лонку промывали PBS, пока величина A280 в
элюате не становилась менее 0,01, а затем элюи�
ровали 0,5 М NaCl (pH 7,4). Итоговые данные о
выделении комплекса ЦП–ЛФ представлены в
таблице. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Электрофоретическая подвижность ЦП в соста7
ве ГМ выявлялась с помощью окрашивания о�ди�
анизидином и была меньше, чем у очищенного
ЦП или ЦП в составе сыворотки крови (рис. 1;
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Стадия и фракция

Делипидированное ГМ 

Элюат PBS с СМ�Сефадекса

После осаждения этанолом

Элюат 0,5 М NaCl c AE�Агарозы

Выход ЦП,
%

100

76

67

62

Постадийная очистка комплекса ЦП–ЛФ из грудного молока

Степень
очистки ЦП 

1

1,3

6,2

660

белка, мг

1120 ± 20

650 ± 5

120 ± 5

1,05 ± 0,01

ЛФ, мг

280 ± 5

32 ± 4

0,58 ± 0,01

0,38 ± 0,01

ЦП, мг

1,05 ± 0,01

0,80 ± 0,01

0,70 ± 0,01

0,65 ± 0,01

Общее количество во фракции
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1, 4, 7). Она совпадает с подвижностью ЦП в
комплексе с ЛФ, который образуется при сме�
шивании очищенных белков (рис. 1; 2). Измене�
ние подвижности ЦП, свидетельствующее о его
взаимодействии с ЛФ, происходило также при
добавлении ЦП к ГМ, ЛФ к сыворотке крови и
при смешивании сыворотки крови с ГМ (рис. 1;
3, 5, 6). При окрашивании гелей, содержавших
те же пробы, с помощью K4[Fe(CN)6] для выяв�
ления ферроксидазной активности подвиж�
ность окрашиваемых полос ЦП совпадала с та�
ковой в геле, представленном на рис. 1. Мы про�
анализировали этим же методом 32 образца ГМ
(1–7 сут лактации) и обнаружили комплекс
ЦП–ЛФ во всех образцах.

Ранее были высказаны предположения, что
измененная подвижность ЦП связана с микро�
гетерогенностью ЦП молока, наличием его изо�
форм, присутствием в ГМ липидов или измене�
нием заряда молекулы за счет дополнительных
ионов меди, связанных с ЦП [23, 24]. При до�
бавлении ЦП, выделенного из сыворотки кро�
ви, к ГМ наблюдалось усиление окраски только
оксидазной полосы с меньшей электрофорети�
ческой подвижностью, но не формирование но�
вой полосы с ферментативной активностью ЦП.
Наиболее вероятным объяснением этого явля�
ется образование новых порций комплекса
ЦП–ЛФ (рис. 1). Таким образом, полоса, содер�
жащая ЦП и имеющая меньшую подвижность в
ПААГ, является не изоформой ЦП, а его комп�
лексом с ЛФ. 

Аффинная хроматография делипидированного
ГМ на ЦП7сефарозе показала, что ЛФ взаимо�
действует со смолой и элюируется 0,3 М NaCl.
Присутствие ЛФ в элюате доказано с помощью
ракетного иммуноэлектрофореза в антителах к
ЛФ (рис. 2, б). Методом Ds�Na�ПААГ�электро�
фореза в элюате обнаружена единственная зона
с молекулярной массой 78 кДа (рис. 2, а). N�кон�
цевая аминокислотная последовательность бел�
ка, содержащегося в выявленной зоне (1G�R�R�
R�R�S�V7) оказалась идентична последователь�
ности (1–7) в ЛФ.

Действительно, при аффинной хроматогра�
фии на ЦП�сефарозе из ГМ избирательно сор�
бировался ЛФ. Описан целый ряд комплексов
ЛФ с белками ГМ: с лизоцимом [25], секретор�
ным IgA [26], казеином, α�лактальбумином и
альбумином [27]. Однако присутствие этих бел�
ков не мешало ЛФ взаимодействовать с добав�
ленным ЦП и с ЦП�сефарозой.

Мы использовали синтетические тетрапеп�
тиды R�R�R�R и R�K�V�R, соответствующие N�
концевым участкам последовательности ЛФ
(2–5) и (28–31), и декапептид H�A�G�M�E�T�T�
Y�T�V, соответствующий участку последова�
тельности ЦП (1028–1037), для конкурентного
вытеснения ЛФ с ЦП�сефарозы. Колонку, на
которой был сорбирован ЛФ, элюировали 0,1
мМ растворами пептидов в PBS. Эффективная
десорбция ЛФ происходила только при элюции
раствором R�R�R�R (рис. 2, в). Декапептид K�
R�Y�K�Q�R�V�K�N�K, представляющий собой
фрагмент (29–38) нейропептида PACAP 38 и от�
ветственный за избирательное взаимодействие
PACAP 38 с ЦП [22], также эффективно вытес�
нял ЛФ с ЦП�сефарозы (рис. 2, е).

Ранее мы показали, что комплекс ЦП–ЛФ
диссоциирует под действием гепарина in vitro
[2]. Гепарин взаимодействует в ЛФ с N�конце�
вым аргининовым кластером 2R�R�R�R5 [29],
хотя участок 28R�K�V�R31 также вовлечен во вза�
имодействие [30]. В данной работе мы показали,
что пептид R�R�R�R эффективно диссоциирует
комплекс ЦП–ЛФ. Взятый отдельно R�K�V�R
диссоциирующим действием не обладал. Мож�
но предположить, что диссоциация комплекса
пептидом R�R�R�R происходила благодаря его
конкуренции как с 2R�R�R�R5, так и с 28R�K�V�
R31, учитывая пространственную близость фраг�
ментов последовательности (2–5) и (28–31) в
ЛФ. Скорее всего, R�K�V�R не является столь
же эффективным конкурентом за связь с после�
довательностью (2–5) в ЛФ. 

Пептид H�A�G�M�E�T�T�Y�T�V, соответ�
ствующий участку последовательности ЦП
(1028–1037), препятствовавший взаимодей�
ствию ЦП как с протеином С [31], так и с фер�
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Рис. 1. Образование комплексов ЦП–ЛФ по данным ПА�
АГ�электрофореза в неденатурирующих условиях, окра�
шивание о�дианизидином: 1 – ЦП, 1 мкг (подвижность а);
2 – ЦП, 1 мкг + ЛФ, 1,2 мкг (подвижность б); 3 – ЦП, 1 мкг +
+ 5 мкл ГМ; 4 – сыворотка крови, 5 мкл; 5 – сыворотка
крови, 5 мкл + ЛФ, 1,2 мкг; 6 – сыворотка крови, 5 мкл +
+ 5 мкл ГМ; 7 – 40 мкл ГМ

1           2           3           4         5           6            7

б →

а →
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ритином [32], не вызывал диссоциацию комп�
лекса ЦП–ЛФ. Это позволяет считать, что ЛФ
взаимодействует в ЦП с другим участком после�
довательности, отличным от контактной облас�
ти для протеина С и ферритина. 

Фрагмент нейропептида PACAP 38 (29–38)
K�R�Y�K�Q�R�V�K�N�K эффективно препят�
ствовал взаимодействию ЦП с ЛФ (Kd = 1,8 мкМ
[1]), что указывает на возможную конкуренцию
между этим фрагментом и ЛФ за контактную
область в ЦП. Способность фрагмента РАСАР
38 препятствовать взаимодействию ЦП с ЛФ,
по�видимому, обусловлена более низким значе�
нием константы диссоциации (Kd = 3,4 нМ) для
взаимодействия ЦП с последовательностью
(29–38) в РАСАР 38. Ранее было показано, что
из всех белков плазмы крови PACAP 38 избира�
тельно взаимодействует с ЦП [22].

Анионные пептиды ЦП D�Q�V�D�K�E�D�E�
D�F�Q�E (586–597), E�V�E�W�D�Y�S�P�Q�R�E�
W�E (721–734) и D�E�N�E�S�W�Y�L�D�D
(905–914) не вызывали диссоциации комплекса
ЦП–ЛФ. Однако 0,1 мМ растворы в PBS каждо�
го из этих пептидов эффективно элюировали
ЦП с АЕ�Агарозы – аффинного сорбента для
выделения ЦП из плазмы крови (данные не

приводятся). Вероятно, последовательности ЦП
для взаимодействия с АЕ�Агарозой и для взаи�
модействия с ЛФ не перекрываются, что и дела�
ет возможным сорбцию комплекса на АЕ�Ага�
розе без его диссоциации.

Коиммунопреципитация комплекса ЦП–ЛФ в
ГМ. Концентрация ЛФ в ГМ в 300 раз выше,
чем концентрация ЦП. АЕ�Агароза не сорбиру�
ет ЦП из снятого ГМ (по данным ракетного им�
муноэлектрофореза и ПААГ�электрофореза в
неденатурирующих условиях). При хроматогра�
фии ГМ на СМ�Сефадексе большая часть ЛФ
сорбируется на колонке, тогда как ЦП практи�
чески не взаимодействует со смолой. Во фрак�
ции, не взаимодействующей с СМ�Сефадексом,
концентрации ЦП и ЛФ становятся более близ�
кими (0,015 и 0,60 мг/мл соответственно). До�
бавление к этой фракции антител к ЛФ вызыва�
ло полную преципитацию ЛФ и коиммунопре�
ципитацию ЦП. Увеличение количества антител
к ЛФ, добавленного к пробе, при полном осаж�

БИОХИМИЯ  том  71  вып.  2  2006

212

Рис 2. Результаты хроматографии ГМ на ЦП�сефарозе. а –
Ds�Na�ПААГ�электрофорез (окрашивание кумасси R�250):
1 – элюат 0,3 М NaCl при хроматографии ГМ на ЦП�сефа�
розе; 2 – ЛФ, 5 мкг; 3 – ГМ, 5 мкл. б–е – Ракетный имму�
ноэлектрофорез против антител к ЛФ (0,4 мкг на 1 мл ага�
розы, окрашивание кумасси R�250): 1 – элюат PBS с ЦП�
сефарозы, 2 – элюат PBS без пептида (б), 0,1 мM раствора�
ми R�R�R�R (в), R�K�V�R (г), H�A�G�M�E�T�T�Y�T�V (д),
K�R�Y�K�Q�R�V�K�N�K (е), 3 – элюат 0,3 M NaCl
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д е

1   2   3     1   2    3   
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Рис 3. Преципитация ЦП и ЛФ из ГМ, пропущенного че�
рез СМ�Сефадекс. Ракетный иммуноэлектрофорез против
антител к ЛФ (а, 0,4 мкг на 1 мл агарозы, окрашивание ку�
масси R�250) и антител к ЦП (б, 0,2 мкг на 1 мл агарозы,
окрашивание о�дианизидином). ГМ после добавления: 1 –
50 мкг, 2 – 100 мкг, 3 – 500 мкг, 4 – 1 мг антител к ЛФ, 5 –
ГМ (вместо антител добавлен PBS)
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дении ЛФ не приводило к полному осаждению
ЦП из ГМ (рис. 3). Добавление к исследуемой
фракции антител против сывороточного альбу�
мина не приводило к осаждению ЦП или ЛФ.

Преципитация ЦП из ГМ антителами к ЛФ
ясно указывает на наличие в ГМ комплекса
ЦП–ЛФ. В предыдущих исследованиях мы наб�
людали, что комплекс in vitro диссоциирует под
действием антител к ЦП и ЛФ при ПААГ�элект�
рофорезе в неденатурирующих условиях и при

ракетном иммуноэлектрофорезе [2]. Это можно
объяснить частичным совпадением антигенных
детерминант белков с участками их белок�бел�
кового контакта. Поэтому, вероятно, избыток
антител к ЛФ не осаждал ЦП из ГМ полностью.

Характеристики комплекса ЦП–ЛФ, выде7
ленного из ГМ. В ходе выделения комплекс
ЦП–ЛФ не сорбировался на СМ�Сефадексе
(рис. 4, I), при осаждении белков хаотропным
агентом – этанолом – взаимодействие ЦП и ЛФ
не нарушалось (рис. 4, II). В элюате с АЕ�Агаро�
зы ЦП и ЛФ присутствовали в соотношении 1 : 1,
по данным ракетного иммуноэлектрофореза
(рис. 4, III). Мы добились чистоты комплекса
98% и выхода ЦП – 62% от его содержания в ис�
ходном ГМ (таблица).

При последующей гель�фильтрации на ко�
лонке Toyopearl HW�55 Fine (1 × 150 см) комп�
лекс ЦП–ЛФ выходил одним пиком (рис. 4, IV
и V) и имел по данным калибровки Mr 220 000 ±
± 10 000 Да. При Ds�Na�ПААГ�электрофорезе
комплекса выявлялись 130 и 110 кДа зоны ЦП и
78 кДа зона ЛФ (рис. 5, 4). В предыдущих иссле�
дованиях мы наблюдали образование in vitro
комплексов ЦП–ЛФ с различными стехиомет�
рическими соотношениями. Так, например, при
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Рис. 4. Идентификация ЦП и ЛФ в пробах на стадиях вы�
деления комплекса ЦП–ЛФ из ГМ. Ракетный иммуноэлект�
рофорез против антител к ЦП (а, 0,2 мкг на мл агарозы, ок�
рашивание о�дианизидином) и к ЛФ (б, 0,4 мкг на 1 мл ага�
розы, окрашивание кумасси R�250). Панель I: 1 – 5 мкл
ГМ до СМ�Сефарозы (б, разбавлено в 5 раз), 2 – 5 мкл ГМ
после СМ�Сефарозы. Панель II: 1 – 40 мкл надосадочной
жидкости при осаждении спиртом в соотношении (1 : 1), 2 –
5 мкл раствора осадка при осаждении спиртом в соотноше�
нии (1 : 2), 3 – 40 мкл надосадочной жидкости при осажде�
нии спиртом в соотношении (1 : 2). Панель III: 1 – элюат
0,5 М NaCl с АЕ�Агарозы, 2 – 0,1 мкг ЦП и 0,06 мкг ЛФ
(ЦП : ЛФ = 1 : 1). Панель IV: 1, 2, 3, 4 и 5 – по 40 мкл из
фракций, соответствующих объему 96, 97, 98, 99 и 100 мл
элюата при гель�фильтрации комплекса ЦП–ЛФ на
Toyopearl HW�55. Панель V: профиль элюции при гель�фильт�
рации комплекса ЦП–ЛФ на Toyopearl HW�55 (1 × 150 см),
максимум пика элюции Ve = 98мл, стрелками указаны Ve
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Рис. 5. Ds�Na�ПААГ�электрофорез продуктов ограничен�
ного протеолиза препаратов ЦП трипсином (протеиназа : бе�
лок = 1 : 100), окрашивание кумасси R�250. 1 – ЦП плазмы
крови, 25 мкг; 2 – ЦП плазмы крови, 25 мкг после 5 мин
протеолиза; 3 – ЦП плазмы крови, 25 мкг после 1 ч протео�
лиза; 4 – ЦП–ЛФ из ГМ, 25 мкг; 5 – ЦП–ЛФ из ГМ, 25 мкг
после 5 мин протеолиза; 6 – ЦП–ЛФ из ГМ, 25 мкг после
1 ч протеолиза; 7 – ЛФ, 25 мкг после 1 ч протеолиза; 8 –
ЦП из ГМ (свободный объем с гепарин�сефарозы), 25 мкг;
9 – ЦП из ГМ, 25 мкг после 5 мин протеолиза; 10 – ЦП из
ГМ, 25 мкг после 1 ч протеолиза 
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ПААГ�электрофорезе в неденатурирующих ус�
ловиях мы наблюдали образование комплексов
с соотношениями ЦП : ЛФ = 1 : 2 и 1 : 4 [1], а
при гель�фильтрации на Sephacryl S�300 белки
формировали единственный комплекс с соотно�
шением ЦП : ЛФ = 1 : 1 [32]. Комплекс ЦП–ЛФ
(1 : 1), выделенный из ГМ, разделялся при хро�
матографии на гепарин�сефарозе, при этом ЦП
выходил в свободном объеме.

При денатурирующем электрофорезе в ПААГ
(с добавлением Ds�Na) обнаружено, что фраг�
менты триптического гидролиза ЦП из ГМ
идентичны фрагментам триптического гидро�
лиза ЦП из плазмы крови. При гидролизе трип�
сином комплекса ЦП–ЛФ из ГМ сохранялась
78 кДа зона ЛФ, но были выявлены протеолити�
ческие фрагменты ЦП (рис. 5). Это говорит в
пользу идентичности полипептидных цепей ЦП
из ГМ и плазмы крови. Большая устойчивость
ЦП из ГМ к протеолизу при хранении [24], ско�
рее всего, вызвана отсутствием в препарате при�
месных протеиназ, специфичных для плазмы
крови и расщепляющих недостаточно очищен�
ные препараты ЦП крови при хранении [11].

Полученные результаты убедительно доказы�
вают существование комплекса ЦП–ЛФ в ГМ на
ранних сроках лактации. В настоящее время воп�
рос о его функции остается открытым. Из приве�
денных данных ясно, что ЦП в составе комплекса
сохраняет оксидазную активность. В образова�
нии комплекса играют роль электростатические
взаимодействия, а гепарин и фрагмент РАСАР,
специфически связывающиеся соответственно с
ЛФ и ЦП, вызывают его диссоциацию. Однако в
отсутствие диссоциирующих реагентов комплекс
достаточно прочен и может быть получен из ГМ в
виде высокоочищенного препарата (со стехио�
метрическим соотношением ЦП : ЛФ = 1 : 1),
пригодного для дальнейших исследований.
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The presence of a complex of the copper protein ceruloplasmin (Cp, ferro�O2�oxidoreductase, EC 1.16.3.1) with
lactoferrin (Lf) from breast milk (BM) is shown for the first time. In SDS�free PAGE, the electrophoretic mobility of
Cp in BM was lower than that of plasma Cp coinciding with the mobility of the complex obtained upon mixing the
purified Cp and Lf. Affinity chromatography of delipidated BM on Cp�Sepharose resulted in Lf retention. SDS�
PAGE of 0.3 M NaCl eluate revealed a single band with Mr ~78 000 that had N�terminal amino acid sequence of Lf
and reacted with antibodies to that protein. Synthetic peptides R�R�R�R (the N�terminal amino acid stretch 2–5 in
Lf) and K�R�Y�K�Q�R�V�K�N�K (the С�terminal stretch 29–38 in PACAP 38) caused efficient elution of Lf from
Cp�Sepharose. Cp–Lf complex from delipidated BM is not retained on the resins used for isolation of Cp (AE�
Agarose) and of Lf (CM�Sephadex). Anionic peptides from Cp (586–597), (721–734), and (905–914) provided effi�
cient elution of Cp from AE�Agarose, but would not cause dissociation of Cp–Lf complex. When anti�Lf was added
to the BM flown through CM�Sephadex, Cp co�precipitated with Lf. Isolation of Cp–Lf complex from BM includ�
ed chromatography on CM�Sephadex, ethanol precipitation, and affinity chromatography on AE�Agarose, which
resulted in 98% pure complex. The resulting complex Cp–Lf (1 : 1) was separated into components by chromatogra�
phy on heparin�Sepharose. Limited tryptic hydrolysis of Cp obtained from BM and from blood plasma revealed iden�
tical proteolytic fragments.
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