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СОЗДАНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО ШТАММА-ПРОДУЦЕНТА 

БЕЛКА-АНТИГЕНА РЕСПИРАТОРНО-СИНЦИТИАЛЬНОГО 

ВИРУСА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

Респираторно-синцитиальный вирус крупного рогатого скота 

(РСВ КРС) представляет собой РНК-содержащий вирус, относящийся 

к семейству Paramyxoviridae. Основными белками-антигенами данно-

го вируса являются гликопротеины F и G (трансмембранные белки, 

расположенные на поверхности вириона) [1]. Белок слияния F, или 

фьюжн-белок, играет роль в слиянии вирусной и клеточной мембран. 

Сначала он синтезируется в белок-предшественник F0, который затем 

протеолитически расщепляется на две субъединицы F1 и F2, связан-

ных между собой дисульфидными связями, и представляющими ак-

тивный фьюжн-белок. Наибольшее количество антигенных детерми-

нант расположено в субъединице F1, что позволяет использовать ее в 

качестве основы для создания субъединичных вакцин против респи-

раторно-синцитиального вируса КРС [2]. 

Целью работы являлось получение рекомбинантного штамма 

Escherichia coli, продуцирующего субъединицу фьюжн-белка респи-

раторно-синцитиального вируса КРС.  

Основой для создания целевой плазмиды использовали вектор 

pET42a(+) (Invitrogen, США), несущий ген резистентности к канами-

цину, сильный Т7-промотор, а также полилинкер с множественными 

сайтами клонирования. Для клонирования гена F1, кодирующего 

фьюжн-белок и с длиной 1345 п.о., использовали премикс ArtMix-RT 

(АртБиоТех, Беларусь), позволяющий проводить синтез кДНК с РНК 

и клонировать целевые гены в одной реакции. Затем проводили лине-

аризацию вектора pET42a(+) длинной 4976 п.о.. Объединение гена F1 

и линеаризованного вектора pET42а(+) осуществляли методом про-

должительной перекрывающейся ПЦР [3]. Трансформацию клеток 

штамма E. coli BL21 (DE3) полученной плазмидой осуществляли ме-

тодом электропорации. Для подтверждения наличия генетической 

конструкции, несущей ген F1 в правильной ориентации, проводили 

скрининг полученных трансформантов методом ПЦР с использовани-

ем праймеров к T7-промотору и целевому гену.   

Анализ биосинтеза целевого белка в клетках полученного 
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штамма E. coli BRSV-F1 осуществляли с добавлением в культураль-

ную жидкость индуктора изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида до 

конечной концентрации 0,5 мМ. Полученную клеточную биомассу 

разрушали с использованием ультразвукового дезинтегратора и визу-

ализировали при помощи 12 % акриламидного гель-электрофореза. 

Однако, обнаружить белок F1 не удалось (вероятно, из-за низкой кон-

центрации и наличия фоновых белков). Поэтому было принято реше-

ние проанализировать аминокислотную последовательность целевого 

белка на наличие сигнальных пептидов и его возможную локализацию 

в клетке. Данный анализ проводили с использованием биоинформати-

ческого инструментария SignalP 5.0 («DTU Health Tech», Дания). Ре-

зультаты указали на возможное наличие в исследуемом белке сиг-

нального пептида, распознающегося системой Sec/SPI (отвечает за 

транспорт белков в периплазму). 

Таким образом, было сделано предположение, что белок F1 мо-

жет быть локализован в периплазматическом пространстве клеток 

E. coli. Клеточную биомассу рекомбинантного штамма ресуспендиро-

вали в лизис-буфере, после охлаждали на льду и центрифугировали 

при 10000 g в течение 10 мин. Надосадочную жидкость наносили на 

колонку с Ni-NTA агарозой, очищенный белок размером 49 кДа ана-

лизировали методом электрофореза в полиакриламидном геле.  

В результате был создан штамм E. coli BRSV-F1 – продуцент 

рекомбинантной субъединицы фьюжн-белка респираторно-

синцитиального вируса КРС, молекула которой содержат дополни-

тельный октагистидиновый олигопептид на С-конце. 
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