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Взаимодействие пар молекул, характеризую-
щихся высокой аффинностью и специфичностью, 
давно и прочно вошли в практику методов изу-
чения молекулярных механизмов биологических 
процессов. При помощи подобных пар удается из-
учать белок-белковые взаимодействия, внутрикле-
точную локализацию белков, а также механизмы 
специфичного транспорта белков [1–4]. 

Один из наиболее популярных подходов бази-
руется на взаимодействии пары биотин – (стрепт)
авидин. При этом как правило биотин связан с 
интересующим белком, а (стрепт)авидин выпол-
няет роль носителя метки или иммобилизован на 
сорбенте. 

В настоящее время разработано множество ва-
риаций биотинилирования белков, основанных 
на химической и ферментативной реакциях ле-
гирования молекулы биотина с целевым белком. 
Химическое биотинилирование часто приводит к 
образованию гетерогенных продуктов, активность 
которых может быть ингибирована, или сделать 
недоступными области связывания белок-лиганд. 

Химические подходы требуют высокой чистоты це-
левого белка, а также проведение дополнительной 
стадии очистки из реакционной смеси, что сопро-
вождается потерей белка на каждой стадии и накла-
дывает дополнительные временные ограничения. 

Ферментативные методы подразумевают 
сайт-специфическое биотинилироване белковых 
молекул, в состав которых включают последова-
тельности различных пептидов, распознаваемых 
биотин-лигазами. К настоящему времени накопи-
лась информация о большом количестве вариантов 
фермента биотинлигазы [5] и пептидных последо-
вательностей акцепторов биотина, называемых 
AviTag [6]. Одним из наиболее широко используе-
мых, является пептид длиной 15 аминокислотных 
остатков (-GLNDIFEAQKIEWHE-). Данная по-
следовательность представляет собой специфиче-
скую метку, распознаваемую биотин-лигазой BirA 
E. coli, которая присоединяет одну молекулу биоти-
на к одному остатку лизина. Полученный реком-
бинантный белок подвергается биотинилированию 
in vitro с использованием очищенного фермен-
та, или in vivo в клетках E. coli. Реже, такой подход 
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используют для клеток млекопитающих, в этом 
случае проводят котрансфекцию плазмидами, ко-
дирующими оба белка, или одной плазмидой в ко-
торой находится сразу оба гена [7]. Биотинилиро-
вание in vitro также требует введение дополнитель-
ной стадии диализа и хроматографической очистки 
целевого белка, что сопровождается потерей белка 
на каждой операции и временными потерями. На-
против, метод in vivo позволяет получить биотини-
лированные белки непосредственно после хрома-
тографической очистки из культуральной среды. 

Практика получения белков, указывает на вза-
имосвязь посттрансляционных модификаций, ко-
торые может обеспечить выбранная система экс-
прессии, его фолдингом и функциональной ак-
тивностью [8]. Преобладающая, сегодня, практика 
использования клеточной линии CHO-K1, извест-
ные клеточные механизмы посттрансляционной 
модификации, а также накопленные знания по мо-
дификации и условиям культивирования, делают 
данную линию удобным инструментом для нара-
ботки белков [9, 10]. Получение некоторых белков 
в клетках млекопитающих сталкивается с рядом 
сложностей, связанных с низким выходом, для ре-
шения которых известны различные генно-инже-
нерные и селекционные подходы [11, 12]. Особые 
сложности вызывают белки вирусного происхожде-
ния, уровень продукции которых, в неоптимизиро-
ванной системе не превышал 0.5–1.5 мг/л [13], для 
решения которых часто прибегают к использова-
нию других систем экспрессии [14, 15]. Подобные 
белки имеют свойство угнетать метаболическую 
активность клеток, или распознаются цитоплазма-
тическими сенсорами как чужеродные элементы и 
подвергаются деградации [16, 17]. Как показано, в 
случае получения гликопротеина NS1 Zika, в клет-
ках HEK, не превышают 10 мг/л в оптимизирован-
ной системе продукции с добавление энхансеров, 
при этом продукция была увеличена в 39 раз [8]. 
Другим, не менее эффективным способом повы-
шения продукции целевого белка является добав-
ление в культуральную среду веществ-энхансеров, 
которые, например, останавливают клеточный 
цикл на стадиях G2 или G1 [18], делают ДНК более 
доступной [19, 20] повышают проницаемость кле-
точных мембран, хотя для некоторых энхансеров 

механизмы действия не установлены, они длитель-
ное время используются, как стратегия повышения 
продукции белков [18]. С этой целью успешно при-
меняются следующие соединения: кофеин, ацетат 
лития, вальпроат натрия, цитрат железа и бутират 
натрия и другие [21, 22]. 

Цель работы – разработка метода получения 
биотинилированных рекомбинантных вирусных 
белков в клетках линии СНО-К1, а также исследо-
вание влияния энхансеров ацетата лития, вольпра-
та натрия, кофеина и их комбинаций на продук-
цию биотинилированных белков. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн плазмидных векторов. Векторы для по-
лучения in vivo биотинилированных рекомбинант-
ных белков конструировали с использованием 
оригинальных векторов экспрессии pVEAL [23] и 
pVEAL2 [24], использующих систему интеграции 
транспозазы Sleeping Beauty. Плазмидные векто-
ры pVEAL2-M1 и pVEAL2-B7 получали встройкой 
фрагментов генов, кодирующих эктодомены белков 
M1 и B7 натуральной оспы по сайтам рестрикции 
AsuNHI и SalI с использованием соответствующих 
ферментов (“Сибэнзайм”, Россия). Обратные прай-
меры содержали последовательности, кодирующие 
his-tag и avi-tag для введения в C-конец генов M1R 
и B7R. Плазмидный вектор pVEAL-BirA получали 
путем встройки нуклеотидной последовательности 
BirA по сайтам рестрикции AsuNHI и Zsp2I с ис-
пользованием соотвествующих ферментов (“Сибэн-
займ”, Россия). Нуклеотидные последовательности 
целевых генов и праймеров для амплификации 
генов M1R и B7R были синтезированы в коммер-
ческой научно-производственной организации 
(“ДНК-Синтез”, Россия). Праймеры (табл. 1) были 
рассчитаны с помощью программы SnapGene 3.2.1. 

Нуклеотидные последовательности полученных 
плазмидных конструкций анализировали при по-
мощи метода секвенирования по Сенгеру. 

Получение стабильных клеточных линий CHO-
BirA-M1 и CHO-BirA-B7. Стабильные про-
дуценты рекомбинантных вирусных белков 
M1 и B7 получали путем трансфекции клеток 

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры использованные для амплификации генов M1 и B7 натуральной 
оспы

Ген Праймер Последовательность олигонуклеотидного праймера (5'–3')

M1
M1R_Afe_F gctggccgcaagcatacagacgacggtga

A30L_His_R CCGTGGTGATGGTGGTGATGctgaactcctgtaccagcaact

B7
B7R_Afe_F gctggccacatgtactgtacccactatgaataac

B7R_Avi_R ttttttGCGGCCGCattaTTCATGCCACTCGATCTTCTGAGCCTCGAAGATGTCGTT
CAGGCCGTGGTGATGGTGGTGATGatgataagttgcttctaacgattctatttct



554	 НИКИТИН и др.

	 ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 60	 № 5	 2024

целевыми плазмидами с использованием реагента 
Lipofectamine 3000 (“Invitrogen”, США) [25]. Кле-
точную линию CHO-K1 выращивали до 90% кон-
флюэнтности в среде DMEM F12 (“Invitrogen”, 
США) содержащей 10% FBS (“Invitrogen”, США), 
затем среду меняли на бессывороточную и 
котрансфицировали плазмидными конструкция-
ми pVEAL2-M1 и pVEAL-BirA или pVEAL2-B7 и 
pVEAL-BirA, для интеграции экспрессионных кас-
сет векторов в геном клеток также добавляли плаз-
миду pSB100X, кодирующую транспозазу Sleeping 
Beauty в соотношении 1/12 по массе. Заменяли 
среду на свежую с 2% FBS (“Invitrogen”, США) и 
проводили селекцию с использованием двух ан-
тибиотиков zeocin и рuromicine (“Thermo Fisher 
Scientific”, США). Для контроля селекции исполь-
зовали клеточную линию, не содержащую вставки. 

Оценка жизнеспособности клеток при культивиро-
вании в присутствии биотина в МТТ-тесте. Оценку 
токсической концентрации биотина устанавливали 
методом МТТ-теста [26]. В каждую лунку плоско-
донного 96-луночного планшета вносили клетки 
CHO-BirA и CHO-K1 и инкубировали до 90% кон-
флюэнтности в полной ростовой среде DMEM/F-12 
с 10% FBS. Затем среду меняли на свежую содержа-
щую 2% FBS. К клеткам добавляли раствор биоти-
на в различных концентрациях от 2 до 0.015 мМ в 
ДМСО и инкубировали 3 сут. В контрольные лунки 
добавляли ДМСО. Среду отбирали, лунки промы-
вали раствором PBS, добавляли по 100 мкл раствора 
МТТ (“Диаэм”, Россия) с концентрацией 1 мг/мл и 
инкубировали 2.5 ч при 37°С. По истечении этого 
времени раствор МТТ заменяли раствором ДМСО 
и инкубировали клетки при комнатной температу-
ре. В каждой лунке измеряли оптическую плотность 
(ОП) при 490 нм (с учетом фонового поглощения на 
655 нм). МТТ-тест проводили в трех повторностях. 
ОП каждого образца измеряли 3 раза.

Культивирование клеток продуцентов. Наработку 
целевого белка проводили при адгезионном куль-
тивировании, во всех случаях клетки-продуценты 
культивировали 5 сут [27]. Клеточные линии CHO-
BirA-M1 и CHO-BirA-B7 подращивали до 90% кон-
флюэнтности в среде DMEM F12 с содержанием 10% 
FBS. Затем среду заменяли на поддерживающую, со-
держащую 2% FBS, и вносили различные концентра-
ции биотина и низкомолекулярных энхансеров про-
дукции. Для оптимизации условий получения биоти-
нилированных белков, клеточные линии рассевали 
в 24-луночные планшеты и культивировали в при-
сутствии биотина в концентрации от 0.031 до 2 мкМ. 
Для оценки влияния энхансеров на продукцию белка 
и степень биотинилирования клеточные линии куль-
тивировали в 24-луночных планшетах в присутствии 
единичных энхансеров ацетата лития, вальпроата на-
трия и кофеина или их комбинации. Наработку белка 
проводили в T25 культуральных матрасах. Собранную 
культуральную среду диализовали против базового 

буфера содержащего 0.2 M Na2HPO4, 0.5 M NaCl и 
0.02 M имидазола, добавляли консервант NaN3 и хра-
нили при 4°С до следующей стадии очистки. 

Хроматографическая очистка белков. Целевой 
белок очищали методом металл-аффинной хро-
матографии (IMAC) на сорбенте Ni2+NTA HisTrap 
FF (“GE Healthcare”, США). Образец наносили на 
колонку, уравновешенную базовым буфером, про-
мывали и элюировали в градиенте концентрации 
имидазола 20 мМ – 300 мМ. Фракции, содержащие 
целевой белок, объединяли, диализовали против 
0.1%-ного PBS и хранили при 4°С. 

Для очистки биотинилированного белка ис-
пользовали сорбент стрептавидин-сефароза HP 
(“GE Healthcare”, США). К 200 мкл смолы добав-
ляли к 500 мкл очищенного лизата и помещали в 
шейкер на 4 ч при 4°C. После инкубации сорбент 
трижды промывали 0.1%-ным PBS, после чего смо-
лу осаждали при 2000 g в течение 5 мин. Этап элю-
ирования проводился в течение ночи добавлением 
300 мкл буфера, содержащего 5 мМ биотина, после 
чего раствор диализовали против 0.1%-ного PBS. 

Концентрацию очищенных белков измеряли 
спектрофотометрическим методом с использова-
нием коэффициентов молярной экстинкции 45380 
М-1см–1 для B7, 12950 М–1см–1 для M1 при 280 нм, 
и 338357 М–1см–1 для B7, 620890 М–1см–1 для M1 
это все в индексе должно быть при 214 нм. Введе-
ние биотина в белковые молекулы не вносит зна-
чительного вклада в кривую поглощения на длине 
волны 280 нм [28]. Измерения спектров поглоще-
ния каждого образца проводили в 3 повторностях.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Относи-
тельное содержание белков B7 и M1 определяли 
методом сендвич-ИФА с использованием реком-
бинантных scFv моноклональных антител 283 и 
M12B9 [29, 30]. Антитела вносили в лунки 96-лу-
ночных планшетов и инкубировали в течение 1 ч 
при 37°С, и блокировали раствором 1%-ного казе-
ина в PBS. Затем вносили последовательные разве-
дения исследуемых белков и инкубировали 1 ч при 
37°С. Далее, добавляли мышиные моноклональные 
антитела специфичные в отношении 6×His конъ-
югированные с пероксидазой хрена (HRP) (ab1187, 

“Abcam”, США). Анализ биотинилированных ре-
комбинантных белков проводили по аналогичной 
схеме с внесением, на последней стадии стрепта-
видин-HRP (“Invitrogen”, США). Между каждым 
этапом планшеты трижды промывали раствором 
0.1%-ного Tween-20 в PBS. Использование конью-
гатов проводили в соответствии с инструкциями 
производителя. Реакцию проявляли с помощью 
реагента 3,3′,5,5′-тетраметилбензидина (“Sigma”, 
США) и детектировали сигнал на длине волны 
450 нм. Измерения оптической плотности каждого 
образца проводили в 3 повторностях. 

Электрофоретический анализ и вестерн-блот. Об-
разцы анализировали в 15%-ном ПААГ с Na-ДДС 
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в восстанавливающих условиях в трис-глициновом 
буфере. После электрофореза гель переносили на 
мембрану PVDF (“Millipore”, США). Мембрану 
блокировали 5%-ным казеином в растворе PBS, 
промывали PBST и инкубировали с соответству-
ющими антителами. Наличие белка, определяли 
с помощью вестерн-блот анализа с использовани-
ем мышиных anti-6×His антител коньюгирован-
ных с щелочной фосфатазой AP при окрашива-
нии мембраны с помощью раствора BCIP(5-бром- 
4-хлор-3-индолил фосфат)/NBT (нитротетразолий 
синий). Относительное количество биотинилиро-
ванного белка определяли с использованием од-
новалентного стрептавидина коньюгированного с 
HRP (“Invitrogen”, США) при окрашивании хеми-
люминисцентным субстратом ECL. Детекцию сиг-
нала ECL проводили с помощью гель-документи-
рующей системы iBright (“Thermo Fisher Scientific”, 
США) в режиме ChemiBlot. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение продуцентов белков M1 и B7. (табл. 2). 
Для получения стабильных продуцентов была вы-
брана система интеграции в геном с использова-
нием транспозона Sleeping Beauty. Плазмидные 
векторы pVEAL-BirA, pVEAL2-M1 и pVEAL2-B7 
сконструированы по общей схеме для векторов, 
интегрируемых транспозазой Sleeping Beauty и 
содержат кассету экспрессии, ограниченную пле-
чами интеграции IR/DR [31]. Кассета экспрес-
сии содержит энхансер и промотор CMV, вну-
тренний сайт посадки рибосомы IRES, целевой 
ген и ген устойчивости к антибиотику Zeocin 
(pVEAL) или Puromicine (pVEAL2) (рис. 1). Так 
как нашей целью является наработка секретиру-
емых белков, было необходимо направить транс-
ляцию всех белков в один компартмент [32]. Для 
колокализации биотин-лигазы и целевых белков 
в N-конец гена BirA была ведена последователь-
ность, кодирующая сигнальный лидерный пептид 

Рис. 1. Карта плазмидного вектора pVEAL-BirA (а) и последовательность кассеты экспрессии гена BirA (б).

(à)

(á)
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KDLT, чтобы обеспечить транслокацию фермен-
та в ЭПР (рис. 1). Секреция целевых белков обе-
спечивалась сигнальной последовательностью V19 
MMRPIVLVLLFATSALA, введенной в N-конец 
[33]. Для специфического мечения, детекции и 
очистки белков, в C-концевую последовательность 
белков были введены последовательности avi-tag 
GLNDIFEAQKIEWHE и 6×his-tag (рис. 2). 

Для продукции рекомбинантных вирусных бел-
ков клеточную линию CHO-K1 ко-трансфициро-
вали тремя генетическими конструкциями, коди-
рующими биотин-лигазу BirA белки M1 или B7, и 
вектором для кратковременной продукции транс-
позазы SB100X Sleeping Beauty. Предварительную 
оценку продукции целевых белков проводили ме-
тодом ИФА со специфическими антителами к M1 и 
B7. Высокий уровень сигнала был выявлен только в 
лунках с белками, инкубированными со специфи-
ческими антителами, внесение неспецифических 
моноклональных антител и сывороток показало 
фоновые значения сигнала. Анализ целевых белков 

был осложнен стабильно низкой продукцией. Для 
подтверждения специфичности биотинилирова-
ния вирусных белков M1 и B7 культуральную среду 
анализировали при помощи вестерн-блот анализа. 
Как видно из рис. 3 и 4, биотинилирование проте-
кало высокоспецифично по отношению к целевым 
белкам и только в присутствии экзогенного биоти-
на в культуральной среде. 

Продукция биотинилированных рекомбинантных 
белков M1 и B7 вируса натуральной оспы. In vivo 
биотилинилирование белков в клетках прокари-
от (E. сoli) протекало при конечной концентрации 
биотина 50 - 100 мкМ [34]. Для in vivo биотинили-
рования белков в экспрессионной системе клеток 
млекопитающих, как правило используются кон-
центрации биотина в диапазоне 100–200 мкМ [35, 
36]. При оптимизации условий биотинилирова-
ния белков в клетках млекопитающих был выбран 
диапазон концентраций от 2 до 0.015 мкМ и была 
определена максимальная концентрация биотина, 

Рис. 2. Карта плазмидного вектора pVEAL2 (а) и генов M1R (б) и B7R (в), содержащих сигнальный пептид секре-
ции, метки his-tag и avi-tag. 

(á)

(à)

(â)
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не оказывающая токсического действия на кон-
трольную клеточную культуру CHO-K1 и клеточ-
ную линию, продуцирующую CHO-K1-BirA. Не-
гативного влияния на метаболическую активность 
клеток не наблюдалось при концентрации биотина 
вплоть до 0.5 мкМ (рис. 3). Определение концен-
трации биотина, обеспечивающей максимально 
возможный уровень биотинилирования проводи-
ли на клеточной линии CHO-BirA-B7. В оценке 
использовали весь диапазон концентраций, с уче-
том тех, которые выходят за порог токсического 
действия. Независимо от времени наработки оп-
тимальной была концентрация биотина 0.125 мкМ 
(рис. 5). Так же при концентрации биотина 2.0 и 
1.0 мкМ не наблюдалось снижения уровня сигнала 
белка, несмотря на достижение уровня токсичной 
концентрации. 

Использование низкомолекулярных энхансеров 
для повышения продукции белков M1 и B7. Незави-
симо от времени культивирования и метода транс-
фекции клеток, клеточная линия CHO-K1 показы-
вала выход целевого белка, после стадий очистки 
и диализа, не более 0.9 мг/л для B7 и 0.65 мг/л для 

M1. Для повышения продукции целевых белков 
были протестированы три наиболее доступных 
энхансера, с различными механизмами действия: 
кофеин, ацетат лития и вальпроат натрия. 

Вальпроевая кислота ингибирует активность 
гистондеацетиллазы, усиливая экспрессию генов 
в стабильных культурах, также увеличивает вы-
ход белка и при транзиентной экспрессии, меха-
низм действия этого процесса не до конца поня-
тен, известны некоторые аспекты взаимодействия 
с клеточными факторами [37]. Было показано, что 
вальпроевая кислота увеличивает уровень шаперо-
нов в ЭПР, таких как GRP78, GRP94, HSP47, про-
теин-дисульфид-изомеразы, HSP70. Также было 
обнаружено, что вальпроевая кислота влияла как 
на киназу, регулируемую внеклеточными сигнала-
ми (ERK), протеинкиназу C (PKC), так и на пути 
Wnt/β-катенин, регулируя дифференцировку и 
пролиферацию различных клеток [38]. 

Механизм действия кофеина описан как ин-
гибирование нескольких киназ, в том числе ATM 
(мутированная атаксия-телеангиэктазия), ATR 
(атаксия-телеангиэктазия и Rad3-родственный 
белок) и DNA-PKcs (каталитическая субъединица 
ДНК-зависимой протеинкиназы), которые явля-
ются важными сигнальными белками, участвую-
щими в репарации двухцепочечных разрывов ДНК. 
Показано, что при миллимолярных концентрациях 
кофеин действует как ингибитор фосфодиэстеразы, 
что потенциально приводит к повышению уровня 
цАМФ и усилению экспрессии с промотора/эн-
хансера CMV, который содержит элементы ответа 
цАМФ. Транскриптомные данные указывают на 
другой потенциальный механизм, с помощью ко-
торого кофеин может усиливать транскрипцию за 
счет подавления синтеза ингибитора транскрип-
ции Eid3 [39]. Ацетат лития оказывает влияние на 

Рис. 4. Вестрен-блот анализ биотинилированных белков: M1 (а) и B7 (б), 1, 3 – выделенных из культуральной среды 
с добавлением экзогенного биотина, 2, 4 – из культуральной среды без биотина, М – маркер. 

Рис. 3. Жизнеспособность клеток СHO-K1 (1) и 
СHO-BirA (2)  при культивировании в присутствии 
различных концентраций биотина. 
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текучесть мембраны, индуцирует остановку клеток 
в фазе G2/M и является негативным регулятором 
апоптоза [22]. 

Оценку действия энхансеров проводили ме-
тодом сендвич-ИФА, при этом аликвоты отби-
рали непосредственно из культуральной среды. 
Добавление каждого из энхансеров приводило к 
увеличению сигнала поглощения OП в среднем в  
2.5–3.0 раза для B7 и 1.3–1.8 раза для M1 (рис. 6). 
Кофеин оказывал наименьший положительный 
эффект ~ 1.1 и был исключен из дальнейших иссле-
дований. При внесении комбинации препаратов 
вальпроата натрия и ацетата лития в максималь-
ных концентрациях, сигнал ИФА был максималь-
ным. Оценку абсолютного значения концентра-
ции каждого из белков, которые по результатам 
теста ИФА показали лучший результат, проводи-
ли методом УФ спектроскопии. Клеточная линия 
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Рис. 5. Уровень биотинилирования (%) белка В7 ви-
руса натуральной оспы в зависимости от концентра-
ции биотина в культуральной среде. Представлены 
значения, нормализованные по максимальной опти-
ческой плотности.

Рис. 6. Количество общего и биотинилированного рекомбинантного белка B7 (а) и М1 (б) вируса натуральной оспы 
в культуральной среде, в зависимости от концентрации энхансеров в среде. 
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CHO-BirA-M1 продуцировала меньшее количество 
общего белка – 1.5 мг/л, по сравнению с 4.5 мг/л 
для CHO-BirA-B7, и меньше реагировала на при-
сутствие энхансеров в ростовой среде, независимо 
от их концентрации. Не зависимо от концентрации 
и комбинации внесенных энхансеров не наблюда-
лось негативного влияния на биотинилирование 
целевого белка. При оценке продукции биотини-
лированного белка в присутствии энхансеров и без 
них наблюдали прямую зависимость между увели-
чением абсолютного значения общего и биоти-
нилрованного белка. Количество биотинилирован-
ного белка в условиях ведения клеточных линий на 
среде, содержащей комбинацию энхансеров в мак-
симальной концентрации, составило 2.03 мг/л для 
B7 и 0.23 мг/л для M1. Без добавления энхансеров 
выход белка, при аналогичных условиях культиви-
рования составил 0.29 для B7 и 0.1 мг/л для M1. Та-
ким образом, при добавлении энхансеров к клет-
кам CHO-BirA-B7 наблюдалось повышение выхода 
биотинилированного белка с 32 до 45%, однако, в 
случае с клеточной линией, продуцирующей белок 
M1, процент выхода оставался постоянным и со-
ставлял 35%. 
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The work implements a method for specific in vivo biotinylation of recombinant proteins M1 and B7 
of the variola virus during biosynthesis in CHO-K1 cells. To do this, co-expression of the biotin ligase 
BirA and target genes encoding the ectodomains of the M1 and B7 proteins with a C-terminal avi-tag 
was carried out in CHO-K1 cells in the presence of biotin in the culture medium. The optimal biotin 
concentration for the expression of M1 and B7 proteins was 125 μM. The production of biotinylated 
recombinant proteins has been complicated by low yields. To increase the production of target proteins, 
low molecular weight enhancers were added to the culture medium: lithium acetate, sodium valproate 
and caffeine. The enhancers increased the yield of the target protein by 1.3–4.9 times and did not 
affect the efficiency of biotinylation. The highest yield of biotinylated protein was achieved with the 
simultaneous addition of a concentration of 10 mM lithium acetate and 2.5 mM sodium valproate. 
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