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Аннотация. Целью данной работы являлось использование стратегии 

слияния генов для повышения растворимости целевого рекомбинантного белка. 

Ген модифицированного белка Е2 вируса диареи крупного рогатого скота 

(BVDV) сливали с углевод-связывающим модулем термофильных бактерий 

Thermatoga maritima. Полученную конструкцию экспрессировали в клетках E. 

coli и определяли растворимость целевого белка. Выведение белка Е2 из 

нерастворимой фракции телец включения позволит удешевить и облегчить 

производство субъединичной вакцины против BVDV.  

Ключевые слова. Вирусная диарея КРС, белок Е2, фьюжн-белок, углевод-

связывающий модуль, CBM, вакцина. 
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Abstract. The aim of this work was to use a strategy of genes fusion to increase 

the solubility of the target protein. The gene coding the modified protein E2 of the 

bovine viral diarrhea virus (BVDV) was merged with the gene coding carbohydrate-

binding module of thermophilic bacteria Thermatoga maritima. The resulting 

construct was expressed in E. coli cells and the solubility of the target protein was 

determined. The removal of the E2 protein from the insoluble fraction of inclusion 

bodies will reduce the cost and facilitate the production of a subunit vaccine against 

BVDV.  

Keywords. Bovine viral diarrhea virus, protein E2, fusion protein, carbohydrate-

binding module, CBMT, vaccine. 

 

Введение. Вирусная диарея крупного рогатого скота (Bovine Viral Diarrhoea 

Virus, BVDV) является одним из основных источников экономических потерь 

молочно-товарных ферм Беларуси. Заболевание вызывает группа вирусов 

BVDV, принадлежащих к роду Pestivirus семейства Flaviviridae. Контроль 

распространения вируса обеспечивается вакцинацией животных и удалением из 

стада персистентно инфицированных особей. Одним из наиболее безопасных 

вариантов вакцинации является использование субъединичных вакцин, 

содержащих антигенные белки вирусов. В случае BVDV действие 

нейтрализующих антител зараженных животных направлено на иммуногенный 

гликопротеин Е2 внешней оболочки вируса. 

Проведенные ранее исследования показали, что полноразмерный 

рекомбинантный белок Е2 в процессе биосинтеза накапливается в клетках E. coli 

в нерастворимом виде [1]. Основной причиной этому может служить большое 

количество (до 9) дисульфидных (Сys-Сys) связей в структуре белка Е2 и 

гидрофобные взаимодействия участков белков. Однако модификация гена, 

кодирующего белок Е2, путем его укорачивания до последовательности, 

кодирующей два первых эпитопных N-концевых домена (модифицированный 

ген обозначили как dadb), с потерей 9 остатков цистеина на С-конце 

рекомбинантного белка, не привела к накоплению в бактериальных клетках 
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укороченной формы белка, обозначенного как DADB, в растворимой форме. 

Температурный фактор также не оказал воздействие на форму белка DADB: 

нерастворимая форма обнаруживается в бактериях независимо от того 

проводится культивирование и индукция экспрессии гена при температурах 37 

°С или 20 °С. Одной из стратегий получения в клетках бактерий правильно 

фолдированных белков является слияние целевого белка с фьюжн-партнёром и 

получение химерного белка. Таким фьюжн-партнёром может выступать 

растворимый углевод-связывающий модуль CBM9–2 термофильных бактерий 

Thermatoga maritima (CBMT). 

Целью данной работы являлось клонирование и экспрессия гибридного гена 

cbmt-dadb, состоящего из гена dadb, объединенного с углевод-связывающим 

модулем cbmt. 

Материалы и методы исследований. Для создания фьюжн-конструкции 

использовали нуклеотидную последовательность cbmt и плазмиду рDADB, 

содержащую ген dadb в составе плазмиды pET-24b(+) (Novagen). 

Конструирование рекомбинантной плазмиды с последующим ее клонированием 

в клетках штамма E. coli XL1-Blue выполняли по стандартным методикам [2]. 

ПЦР и рестрикцию проводили согласно рекомендациям фирмы-производителя 

ферментов («Thermo Fisher Scientific Inc.»). Индукцию экспрессии генов в 

составе вектора pET-24b(+) осуществляли согласно протоколу, предложенному 

производителем плазмид серии pET [3]. Электрофоретический анализ проводили 

по методу Лэммли [4] в 16 % полиакриламидных гелях (ПААГ), которые затем 

окрашивали раствором Кумасси синего R-250. 

Результаты исследований. Для получения гибридных генов нуклеотидную 

последовательность cbmt по сайту рестрикции NdeI встраивали в плазмиду 

рDADB. Рекомбинантные плазмиды на наличие вставки проверяли ПЦР-

анализом. Поскольку последовательность cbmt клонировали по одному сайту 

рестрикции, проводили ПЦР-анализ и рестрикционный анализ для проверки 

правильности ориентации вставки. Далее сконструированными плазмидами 

трансформировали клетки штамма E. coli BL21 (DEЗ) и осуществляли индукцию 

экспрессии гена при 37 °С и 20 °С. В результате зафиксировали наличие в 

клетках продукта, по массе соответствующего целевому белку CBMT-DADB, 

который продуцируется в нерастворимой форме (рисунок 1). 
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1 – осадок клеточного лизата (37 °С), 2 – надосадок клеточного лизата (37 °С), 3 

– клетки E. coli BL21 (DEЗ) pCBMT-DADBHis после индукции при 37 °С, 4 – 

клетки E. coli BL21 (DEЗ) pCBMT-DADBHis после индукции при 20 °С, 5 – 

осадок клеточного лизата (20 °С), 6 – надосадок клеточного лизата (20 °С). М – 

маркер молекулярного веса PageRuler Prestained Protein Ladder (10-180) 

(«Thermo Fisher Scientific Inc»). Стрелками указаны целевые белки, 

находящиеся в осадке, цифры на маркере обозначают массу в кДа 

Рисунок 1 – Электрофоретический анализ клеточных лизатов штамма  

E. coli BL21 (DEЗ) pCBMT-DADB 

 

Заключение. Таким образом установлено, что слияние целевого белка 

DADB с фьюжн-партнёром CBMT, так же, как и снижение числа дисульфидных 

мостиков в белке и температуры при культивировании продуцента не приводят 

к правильному фолдингу белка DADB при накоплении в бактериях. 
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