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Введение 
Бактерии Staphylococcus aureus – одни из наиболее распространенных инфекционных 

агентов для человека и животных. Данные бактерии являются основной причиной 
нозокомиальных заболеваний, вызывая пневмонии, гастроэнтериты, нефриты, энтероколиты, 
многие послеоперационные осложнения и др. Повсеместное использование антибиотиков 
вызвало появление и широкое распространение мультирезистентных штаммов 
стафилококков, обладающие устойчивостью практически ко всем антимикробным 
препаратам, в частности, ванкомицин- и метицилин-резистентных. Распространение таких 
штаммов радикально ограничивает возможности лечения стафилококковых инфекций, 
фактически возвращая терапию к состоянию доантибиотиковой эры [1]. 

Один из наиболее перспективных способов решения проблемы антистафилококковой 
терапии основан на использовании лизирующих ферментов (эндолизинов) бактериофагов 
патогенных бактерий. Эндолизины сочетают в себе преимущества, как антибиотиков, так и 
бактериофагов, но лишены многих их недостатков. 

Из множества известных эндолизинов бактериофагов S. aureus, наиболее интересным 
является лизирующий фермент стафилококкового бактериофага К (LysK), т.к. он обладает 
уникальными характеристиками: высокой активностью против всех, в том числе и 
мультирезистентных, штаммов S. aureus; проявляет активность против 
коагулазоотрицательных стафилококков; не подавляет жизнедеятельность микроорганизмов, 
составляющих нормальною микрофлору человека; не токсичен для человека и животных; не 
вызывает появление устойчивых к нему штаммов S. аureus [2]. 

Для получения эндолизинов в промышленных масштабах необходимо, используя 
генно-инженерные подходы, сконструировать эффективные штаммы-продуценты целевого 
белка, разработать технологии его получения и очистки. 

Цель данной работы – получить штамм E. сoli экспрессирующий эндолизин (LysK) 
бактериофага K S. аureus.  

Методы исследования 
Бактериальные штаммы и плазмиды 
Бактерии штамма E. coli XL-1 Blue (F' proAB lacIqlacZΔM15 Tn10(Tcr)/recA1 

endA1gyrA96(Nalr) thi-1 hsdR17supE44 relA1 lac) из коллекции кафедры микробиологии 
биологического факультета БГУ использовали для клонирования рекомбинантных плазмид. 

В клетках E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (hsd, gal, λcIts857, ind1, Sam7, nin5, 
lacUV5-T7gen1), лизогенных по бактериофагу λDE3, содержащему ген РНК-полимеразы 
бактериофага Т7 под контролем PlacUV5-промотора, осуществляли индуцибельную 
экспрессию клонированного гена в системе транскрипции бактериофага Т7 [3]. 

Бактерии S. aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC 25923) использовали для 
турбидиметрического определения антистафилококковой активности. 

Плазмиду pUC18 [4] использовали в качестве вектора для определения нуклеотидной 
последовательности клонированного фрагмента по методу Сэнгера. Плазмиду pET24b(+) 
(Novagen) применяли в качестве экспрессионного вектора. 

Генно-инженерные методы 
Выделение плазмидной ДНК щелочным лизисом, рестрикцию, лигирование, 

кальциевую трансформацию, электофорез нуклеиноых кислот в агарозном геле проводили 
по стандартным методикам, описанным Маниатисом с соавт. [5]. В работе использовались 
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ферменты и буферные системы производства «Thermo Scientific», «Invitrogen», «Праймтех». 
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили на амплификаторе Veriti производства 
Applied Biosystems, в смеси стандартного состава[6]. 

Индукция и детекция экспрессии рекомбинантого белка 
Для индукции экспрессии бактерии E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, наследующие 

рекомбинантные плазмиды на основе pET24b(+), культивировали в колбах с 10 мл LB-
бульона, 20 мкг/мл канамицина при 37ºС с перемешиванием при 180 об/мин до оптической 
плотности 0,5 (λ = 600 нм), после чего в среду добавляли индуктор – изопропил-β-D-
тиогалактопиранозид (ИПТГ) до конечной концентрации 1 ммоль/л. После добавления 
индуктора штаммы культивировали еще 4 часа. 

Для индукции экспрессии при пониженной температуре, после достижения 
бактериальной культурой оптической плотности 0,5 (λ = 600 нм), клетки помещали на час на 
19ºС с перемешиванием при 180 об/мин после чего добавляли индуктор – изопропил-β-D-
тиогалактопиранозид (ИПТГ) до конечной концентрации 1 ммоль/л и продолжали 
культивировать при тех же условиях ещё 18 – 20 часов. 

Анализ синтезированных в клетках белков осуществляли с помощью электрофореза в 
16%-ном ПААГ в денатурирующих условиях с 0,1% ДСН по методу Laemmli [7]. Гель 
окрашивали в растворе Кумасси синего R-250. 

После индукции клетки осаждали центрифугированием (7000 g – 3 мин), 
ресуспезировали в буфере для дезинтеграции (20 ммоль/л HEPES, 10 ммоль/л CaCl2, 1% 
глицерин, 1 ммоль/л MgCl2, 1 ммоль/л PMSF, 10 мкг/мл ДНКазы), помещали на лёд и 
разрушали на ультазвуковом дезитеграторе в течение 20 мин. Полученный экстракт 
центрифугировали 40 мин при 14000 g, супернатант пропускали через 0,22 мкм фильтр и 
наносили на хроматографическую колонку с Toyopearl-SP 550С. Продукт элюировали в 
градиенте концентраций NaCl.  

Лизат клеток, а также хроматографические фракции исследовали на предмет 
антистафилококковой активности турбидиметрически с использованием чувствительных 
клеток S. aureus как описано в [8]. Одной единице активности (ЕА) соответствовало такое 
количество белка, которое обеспечивало падение ОП600 культуры чувствительных клеток с 
0,4 до 0,2 за 15 мин. 

Методы обработки последовательности 
Исходная аминокислотная последовательность эндолизина LysK находится в GenBank 

под номером доступа YP_024461.1 [9]. 
Анализ эффективности использования кодонов (CAI) определяли согласно Codon-Usage 

Database при помощи алгоритма реализованного в программе DAMBE [10, 11]. 
Результаты и обсуждение 
Последовательность для синтеза гена получили путём обратной трансляции известной 

аминокислотной последовательности LysK (YP_024461.1), с наилучшим для E. сoli 
использованием кодонов. CAI синтетической последовательности составил 0,998 против 
0,837 нативной, что является предпосылкой для эффективной экспрессии нового гена.  

На основании полученной последовательности разработали 14 пар праймеров длинной 
70 – 90 н., имеющих зоны перекрывания в 15 – 20 н. на 5' и 3' концах (кроме пары концевых 
праймеров, имеющих зоны перекрывания только на 3' концах). Дополнительная 15-ая пара 
коротких (21 н. и 25 н.) праймеров содержала добавочные последовательности, необходимые 
для дальнейшего клонирования и экспрессии в E. сoli: сайты рестрикции (Nde I и Eco RI), 
стартовый кодон ATG и 2 тандемно расположенных стоп кодона TAA и TAG (таблица 1). 
Все праймеры были разработаны таким образом, чтобы иметь сходную температуру отжига. 
Синтез гена lysK из 14 пар олигонуклеотидов осуществляли полимеразной цепной реакцией 
в 5 стадий таким образом, что продукты более ранних реакций становились субстратами 
последующих. Длина получаемых на каждом этапе фрагментов, а также режимы ПЦР 
представлены в таблице 2.  
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Таблица 1 – Праймеры для синтеза гена lysK и их характеристика 
Имя Последовательность 5'-3' Длинна

, н. 
Тм 
слева, 
оС 

Тм 

справа, 
оС 

SPL-F1 tcacatatggctaaaacccaggctgaaatcaacaaacgtctggacgcttacgctaaaggtacc
gttgactctccgtac 

78 – 54,5 

SPL-R1 gatagcaccagcttccataacaccgaaagacgggtcgtaagaggtagcttttttaacacggtac
ggagagtcaacggtac 

80 53,3 54,5 

SPL-F2 gttatggaagctggtgctatcgatgcagacggttactaccatgctcaatgccaggacctgatcac
cgactacgttctgtg 

80 53,3 54,1 

SPL-R2 cgtaagactgtttgatctggtctttagcgttaccccaggtacgaactttgttgtcggtcagccaca
gaacgtagtcggtga 

81 53,2 54,1 

SPL-F3 gaccagatcaaacagtcttacggtactggtttcaaaatccacgaaaacaaaccgtcgaccgttc
cgaaaaaaggttggatc 

81 53,2 54,6 

SPL-R3 gtcgtaaacgataccgatgtgaccccactgttcgtaagagccagaggtgaaaacagcgatcca
accttttttcggaacg 

79 53,3 54,6 

SPL-F4 cacatcggtatcgtttacgacggcggtaacacctctaccttcaccatcttagaacagaactggaa
cggctacgctaac 

78 53,3 54,8 

SPL-R4 gatttcgatgaagtgggtcaggccgtagtagttgtcaacacgtttggtcggttttttgttagcgtag
ccgttcca 

75 53,4 54,8 

SPL-F5 ctgacccacttcatcgaaatcccggttaaagctggtaccaccgttaaaaaagaaaccgctaaaa
aatctgcttct 

75 53,4 54,2 

SPL-R5 gtggtttttagaaactttcagggtagctttttttttcggtgccggcgttttagaagcagattttttagcg
gtttc 

75 53,7 54,5 

SPL-F6 accctgaaagtttctaaaaaccacatcaactacaccatggacaaacgtggtaaaaaaccggaa
ggtatggttatccacaacga 

83 53,7 54,5 

SPL-R6 gtaaccagcgttagccagagagttttcgtactgctgaccagaagagcgaccagcatcgttgtgg
ataaccataccttc 

78 53,2 54,5 

SPL-F7 ctggctaacgctggttacgctcgttacgctaacggtatcgctcactactacggttctgaaggttac
gtttgggaagctatcgac 

84 53,2 54,5 

SPL-R7 agttaccagagttagcaccggtaccgtcgcccgtatgccaagcgatctggtttttagcgtcgata
gcttcccaaacgta 

79 54,1 54,5 

SPL-F8 cggtgctaactctggtaacttccgtttcgctggtatcgaagtttgccagtctatgtctgcttctgacg
ctcagttcct 

78 54,1 54,3 

SPL-R8 ggtcagaccccattctttgaatttttcagcggtgaactggaaaacagcctgttcgtttttcaggaac
tgagcgtcagaag 

80 54,5 54,3 

SPL-F9 tcaaagaatggggtctgaccccgaaccgtaaaaccgttcgtctgcacatggagttcgttccgac 64 54,5 54,8 
SPL-R9 gggtaaccgggttgaaaccagtgtgcagaaccatagaacggtgcgggcaagcggtcggaac

gaactccatgt 
72 53,5 54,8 

SPL-F10 gtttcaacccggttacccagggtcgtccgtctcaggctatcatgaacaaactgaaagactacttc
atcaagcag 

74 53,5 53,5 

SPL-R10 ccatctttaacaaccgtagaagaagaggtacctttgtccatgtagtttttgatctgcttgatgaagta
gtctttcag 

76 53,7 53,5 

SPL-F11 cttcttctacggttgttaaagatggtaaaacctcttctgcttctaccccggctacccgtccggttact
g 

69 53,7 54,6 

SPL-R11 ccgttaacgaaggtagcgttttccggcttgtaccaggtgccatattgattttttttccaagaaccag
taaccggacgggtag 

82 54,8 54,6 

SPL-F12 acgctaccttcgttaacggtaatcagccaattgttacccgtatcggttctccgttcctgaacgctcc
agt 

70 54,8 54,8 

SPL-R12 cagcctggatgcaaacttcgtcgtaaacgatggtagcaccagccggtaagttaccaccaactg
gagcgttcaggaac 

77 54,3 54,8 

SPL-F13 gaagtttgcatccaggctggtcacatttggattggctataacgcttacaacggtaaccgtgtttact
g 

68 54,3 53,9 

SPL-R13 aacaccctggcaggtacgcactgggcagtaaacacggttaccgttg 46 54,6 53,9 
SPL-F14 gtacctgccagggtgttccgccgaaccagattccgggtgttgcttggggtgttttc 56 54,6 53,8 
SPL-R14 gcggaattctattatttgaaaacaccccaagcaaca 36 – 53,8 
SPLendF tcacatatggctaaaacccag 21 – 52,5 
SPLendR gcggaattctattatttgaaaacac 25 – 51,3 

Примечания: серым выделены участки перекрывания праймеров; функциональные элементы (страт 
кодон – АТG и стоп кодоны – TAA и TAG) – выделены жирным; сайты рестрикции для EcoRI (GAATTC) и 
NdeI (CATATG) – подчёркнуты 



Труды БГУ 2012, том 7, часть 1–2  Молекулярная биология 

 202 

Таблица 2 – Параметры ПЦР на различных этапах синтеза гена lysK 
стадия первичная 

денатурация 
денату-
рация 

отжиг элонгация число 
циклов 

терминальная 
элонгация 

размер 
фрагмента, 
н. 

I 95oC – 5 мин 95oC – 
15 с 

50oC – 
20 с 

72oC – 20 с 5  –  100 – 160 

II 95oC – 5 мин 95oC – 
20 с 

50oC – 
20 с 

72oC – 40 с 25 72oC – 5 мин 200 – 320 

III 95oC – 5 мин 95oC – 
20 с 

50oC – 
20 с 

72oC – 
1,5 мин 

25 72oC – 5 мин 400 – 600 

IV 95oC – 5 мин 95oC – 
20 с 

50oC – 
20 с 

72oC – 
2,5 мин 

25 72oC – 5 мин 420, 1200 

V 95oC – 5 мин 95oC – 
20 с 

50oC – 
20 с 

72oC – 
4 мин 

30 72oC – 5 мин 1500 

 
В результате был получен продукт амплификации длиной 1505 п.н. Фрагмент 

клонировали в клетках E. coli XL-1 Blue в составе вектора pUC18 по сайтам рестрикции NdeI 
и EcoRI (рисунок 1А) в обратной ориентации к промотору, что полностью исключает 
возможность экспрессии на данном этапе. Наличие вставки проверяли рестрикционным 
анализом плазмид, выделенных из соответствующих клонов (рисунок 1Б). Клоны, в которых 
последовательность гена lysK подтверждена секвенированием, отбирали для дальнейшей 
работы. 

 
А Б 

 
 

А) Схематическая карта рекомбинантной плазмиды с геном lysK 
Б) Электрофореграмма рестрикционного анализа рекомбинантных плазмид. А – 

продукт амплификации, М – маркер молекулярного веса Fermentas SM0333, U – 
рестрикционный (NdeI и EcoRI) анализ плазмиды pUC18 без вставки (отрицательный 
контроль), k1 и k2 – рестрикционный (NdeI и EcoRI) анализ рекомбинантных плазмид, 
выделенных из клонов № 1 и 2. Стрелкой указан фрагмент, соответствующий по размеру 
гену lysK. 

Рисунок 1 – Клонирование синтезированной последовательности в pUC18 
Для экспрессии гена lysK последовательность, полученная на предыдущем этапе, была 

переклонирована в составе вектора pET24b(+) в клетках E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL. 
После индукции накапливали целевой продукт в значительных количествах (рисунок 2), 
однако лизат клеток не проявлял антистафилококковой активности. После 
центрифугирования лизата белок LysK в растворимой фракции не обнаруживался, что 
свидетельствует об образовании телец включения. 
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ДСН/ПААГ электрофореграмма 
клеточных белков после индукции 
1ммоль ИПТГ;  
E – клетки, несущие pET24b(+) без 
вставки; 
 m – маркер молекулярного веса Thermo 
Spectra Multicolor Low Range Protein 
Ladder;  
k1, k2 клоны, несущие рекомбинантные 
плазмиды. Стрелкой указан продукт, 
соответствующий по размеру LysK 

Рисунок 2 – Экспрессия LysK в клетках E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 
Для получения функционального белка LysK проводили индукцию при пониженной 

температуре (19ºС). Клетки накапливали целевой продукт, а лизат клеток проявлял 
антистафилококковую активность. Небольшое количество белка очищали катионнообменной 
хроматографией. Собираемые фракции исследовались на наличие антистафилококковой 
активности (рисунок 3). Активность очищенного LysK была определена количественно и 
составила 770 ЕА/мг или 43 ЕА/нмоль, что в целом согласуется с литературными данными 
[8]. Выход целевого продукта в пересчёте на чистый белок составил 0,93 мг/г сырой 
биомассы (716 ЕА/г) или 8,1 мг/л культуры (6237 ЕА/л). 
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Рисунок 3 – Хроматографическая очистка LysK. Стрелкой указан пик соответствующий 
LysK 
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Выводы 
Таким образом, была разработана высокоэкспессибельная последовательность 

детерминирующая образование антистафилококкового белка LysK, получен штамм E. сoli 
эффективно экспрессирующий данный белок в активной форме. В дальнейшем планируется 
повысить выход активного продукта как путём модификации белка для увеличения его 
растворимости, так и оптимизацией процессов экспрессии и очистки. 
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SYNTHESIS AND EXPRESSION OF STAPHILOCOCCAL PHAGE LYSIN GENE IN 
E. COLI 

S.G. Golenchenko, V.A. Prokulevich  
Belarusian State University, Minsk, Belarus 

A new lysK gene sequence was obtained by reverse translation of LysK protein sequence with 
optimal codon usage for E. coli. Gene was synthesized by PCR, cloned into the pET24b expression 
system and transformed into E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL for expression. Induction was 
performed at 19ºС for 18h to avoid inclusion bodies. The soluble protein LysK was purified by ion 
exchange chromatography and its activity against live cells of S. aureus was estimated as 770 u/mg. 
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