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molecular weight of esculentin fusion partner. Also data obtained indicate that 

esculentin as a part of fusion protein can be synthesized in the soluble form at 

19 °C and 37 °C. 
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Антимикробный пептид эскулентин-b(1–20) (Esc-b(1–20)) длиной 20 

а.о. является N-концевым производным пептида эскулентина-1b лягушки 

Rana esculenta L., 1758, который не экспрессируется в клетках 

Escherichiaсoli [1] и даже в составе фьюжн-белков остается токсичным для 

клеток штамма-продуцента [2]. N-концевой фрагмент эскулентина-1b 

сохраняет свойства полноразмерного пептида, обеспечивающие его 

антимикробную активность [3], однако такие короткие и нестабильные 

молекулы рекомбинантных пептидов оптимально получать в составе 

фьюжн-белков. В данной работе фьюжн-партнѐром пептида Esc-b(1–20) 

выступал малый убиквитин-подобный модификатор (smallubiquitin-

relatedmodifier, SUMO) дрожжей Saccharomycescerevisiae, который будучи 

анионным, может компенсировать суммарный положительный заряд, 

определяющий антимикробную активность эскулентина-b(1–20) [4]. 

Целью работы являлось конструирование с последующим 

клонированием в клетках E. coli гена, кодирующего рекомбинантный 

фьюжн-белок SUMO-Esc-b(1–20), который на N-конце содержит 

растворимый анионный белок SUMO с гистидиновой меткой, а на С-конце 

– катионный пептид эскулентин-b(1–20) (Esc-b(1–20)). Между фьюжн-

партнерами введѐн сайт узнавания TEV протеазы (tobaccoetchvirusprotease) 

[5], с помощью которой, при необходимости, можно отделить целевой 

белок Esc-b(1–20) от фьюжн-партнѐра.  

Для создания гибридной конструкции амплифицированную 

последовательность гена SUMO и ДНК плазмиды pET-Esc-b(1–20), 

подвергали рестрикции ферментом Nde I. Далее плазмиду 

дефосфорилировали и лигировали с геном SUMO. Полученными 
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рекомбинантными плазмидами pET-SUMO-Esc-b(1–20) трансформировали 

бактерии штамма E. coli XL-1 Вlue. Проверку клонов на наличие вставки 

осуществляли при помощи ПЦР-анализа с использованием фланкирующих 

праймеров для полилинкерной области плазмиды pET-24b(+). В результате 

проведѐнного электрофореза установили наличие гена SUMO-Esc-b(1–20) 

у семи трансформантов из десяти исследованных.  

Для проверки правильности ориентации вставки SUMOампликоны, 

содержащие гибридную последовательность SUMO-Esc-b(1–20), 

обрабатывали рестриктазойNhe I, т.к. сайт для этой рестриктазы является 

уникальным для всего гибридного гена и расположен между генами SUMO 

и Esc-b(1–20). Электрофоретически установили, что четырѐх из семи 

клонов имеют вставку с правильной ориентацией гена SUMO. 

Таким образом, ПЦР-анализом трансформантов и рестрикционным 

анализом ампликоновSUMO-Esc-b(1–20) подтверждено клонирование в 

составе вектора серии pET целевого гибридного гена в клетках штамма E. 

coli XL-1 Blue. 
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Hybrid genetic constructioncomposed ofSaccharomyces cerevisiae small 

ubiquitin-related modifier (SUMO) gene and N-terminal fragment of frog 

antimicrobialpeptideesculentin-1b (Rana esculenta L., 1758) gene was designed. 

This genetic construction was cloned into the expression vector pET-24b(+). 

Recombinant plasmid was transformed into E. coli strain XL-1 Blue. 

Theaccuracyofthecreated hybrid gene sequence was confirmed by PCR analysis 

of transformants and restriction analysis of amplicons. 
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Микроорганизмы – один из наиболее доступных и рентабельных 

источников получения биологически активных веществ, необходимых для 

промышленности и научных исследований. Особый интерес в данном 

отношении представляют почвенные бактерии, среди которых 

обнаруживаются продуценты широкого спектра хозяйственно ценных 

соединений – антибиотиков, пигментов, ферментов, способные расти на 

бедных питательных средах, в широком диапазоне температур и значений 

рН.  

В 2015 году из почвы возле биологического факультета БГУ 

выделены 2 штамма бактерий, синтезирующих внутриклеточный пигмент 

фиолетового цвета, предположительно, виолацеин. Оба штамма являются 

психротрофами, способны расти в диапазоне температур от 4 °С до 28 °С, 

температурный оптимум – 18 °С. Через 24 ч культивирования на мясо-

пептонном агаре при 18 °С формируют округлые выпуклые блестящие 

колонии с ровным краем, через 36 ч отмечается накопление темно-


