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ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ БЕЛКА КАПСИДА  
ЦИРКОВИРУСА СВИНЕЙ 2-го ТИПА В БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ

А. Д. ТИТОВА1), К. В. КУДИН 1), В. А. ПРОКУЛЕВИЧ 1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Для улучшения экспрессии белка капсида цирковируса свиней 2-го типа (ЦВС-2) в клетках E. coli проведе-
на оптимизация соответствующего гена и сконструированы два варианта открытой рамки считывания, которые 
кодировали полноразмерный и укороченный белки капсида в составе вектора экспрессии. При этом заменены 
редко встречающиеся кодоны, а в случае укороченного гена удален участок, соответствующий N-концевому до-
мену белка. Установлено, что наибольший уровень экспрессии в бактериальных клетках достигается при одно-
временной оптимизации кодонов и удалении начального (N-концевого) участка гена размером 108 пар нуклеоти-
дов (п. н.), содержащего сигнал ядерной локализации. 

Ключевые слова: цирковирус свиней 2-го типа; открытая рамка считывания; белок капсида; сигнал ядерной 
локализации; N-концевой участок белка; синонимические кодоны; оптимизация кодонов; гетерологичный хозяин; 
экспрессия гена; индекс адаптации кодонов.
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To improve expression of the porcine circovirus type 2 (PCV2) capsid protein in E. coli cells, the corresponding gene 
was optimized and two variants of the open reading frame were constructed, which encoded the full-sized and shortened 
capsid proteins as part of the expression vector. Rare codons were replaced, and in the case of a shortened version of the 
gene, the region corresponding to the N-terminal domain of the protein was deleted. A comparison was made of the ex-
pression level of the studied proteins. It was established that the highest level of expression in bacterial cells is achieved 
by simultaneously optimizing the codons and removing the initial (N-terminal) 108 base pair (bp) portion of the gene, 
which contains the nuclear localization signal.

Keywords: porcine circovirus type 2; open reading frame; capsid protein; nuclear localization signal; N-terminal por-
tion of the protein; synonymous codons; codon optimization; heterologous host; gene expression; codon adaptation index.

Введение
Цирковирус свиней 2-го типа (ЦВС-2) – это небольшой икосаэдрический безоболочечный вирус [1], 

принадлежащий к роду Circovirus семейства Circoviridae [2]. ЦВС-2 является возбудителем целого ряда 
синдромов, клинические проявления которых обозначаются общим термином «цирковирусные болезни 
свиней» (ЦВБС). К ЦВБС относятся синдром послеотъемного мультисистемного истощения (СПМИ), 
синдром дерматита и нефропатии свиней (СДНС), связанные с ЦВС пневмония, энтерит и репродук-
тивная дисфункция [3]. Данные заболевания наносят значительный ущерб свиноводству [4]. Наиболее 
эффективным средством борьбы с ЦВС-2 являются вакцины [5]. Все известные современные вакцин-
ные препараты основаны на антигенных свойствах капсидного белка вируса генотипа ЦВС-2а [6] и не 
всегда способны обеспечить достаточный уровень защиты при эпизоотиях, вызванных другими штам-
мами вируса [7]. В связи с этим необходима разработка вакцин на основе превалирующих на сегодняш-
ний день штаммов подвида ЦВС-2b [8].

Геном ЦВС-2 представлен ковалентно замкнутой кольцевой одноцепочечной ДНК размером 1767 ну-
клеотидов [1] и имеет по крайней мере три открытые рамки считывания (ОРС) с известными функция
ми. ОРС2 длиной 702 нуклеотида кодирует единственный белок капсидной оболочки вируса [9]. Размер 
белка капсида составляет 233  аминокислоты, масса – около 27,8 кДа  [9–11]. При разработке генно-
инженерных вакцин против цирковируса именно этот белок используется в качестве антигена [12; 13]. 
В различных исследованиях идентифицированы антигенные детерминанты капсидного белка, важные 
для распознавания иммунной системой. Они находятся в пределах 47– 62; 65–87; 113–147; 157–183; 
165–200; 193–207 и 230 –233 аминокислотных остатков (а. о.) [14; 15]. N-концевой участок размером 
29 а. о. (координаты 12– 41 а. о.) белка капсида обусловливает сигнал ядерной локализации [16]. 

Эффективная продукция гетерологичных белков в клетках бактерий, как правило, требует модифика-
ции экспрессируемого гена. Наличие редких синонимических кодонов зачастую является препятствием 
для успешной экспрессии гена в гетерологичном хозяине, вследствие чего может быть необходимо из-
менение нуклеотидного состава гена [17]. Подобные затруднения возникают и с экспрессией гена белка 
капсида цирковируса, в связи с чем проводятся эксперименты по оптимизации данного гена, в частности 
изменение или удаление фрагмента гена, кодирующего N-концевой домен данного белка [18–20].

Цель настоящей работы – создание оптимизированных вариантов гена белка капсида ЦВС-2 для по-
вышения уровня его экспрессии в клетках E. coli.

Материалы и методика исследования
Бактериальные штаммы и плазмиды. В работе использовали плазмиду pET-24b(+) (Novagen® ) 

и  плазмиду pET-TP3 из коллекции кафедры микробиологии биологического факультета БГУ, вклю-
чающую укороченный ген белка капсида штамма ЦВС-2b  M1  [20]. Клонирование рекомбинантных 
плазмид проводили в клетках штамма E. coli XL1-Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [Fʹ proAB lacI qZ∆M15 Tn10 (Tet r )]) из коллекции кафедры молекулярной биологии биологическо-
го факультета БГУ. Продуцентами рекомбинантных белков служили бактерии штамма E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL (E. coli B F – ompT hsdS(rB

– mB
– ) dcm+ Tet r gal λ(DE3) endA Hte [argU proL Camr ] 

[argU ileY leuW Strep/Specr ]) фирмы Stratagene (США).
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Генно-инженерные методики и ферменты. Конструирование, выделение, рестрикцию, Ca2+-зави
симую трансформацию и электрофорез ДНК осуществляли в соответствии с общепринятыми экспе-
риментальными протоколами [21]. Нуклеотидные последовательности генов согласно разработанному 
дизайну синтезированы фирмой Integrated DNA Technologies Inc. (США), а специфические праймеры 
для амплификации – ОДО «Праймтех» (Беларусь). Плазмидную ДНК выделяли с помощью наборов 
реактивов QIAquick® Gel Extraction Kit и QIAprep® Spin Miniprep Kit UAB (Qiagen, Германия). В работе 
использовали ферменты и буферные системы фирмы Thermo Fisher Scientific Inc. (США): рестриктазы 
XhoI и HindIII с 10-кратным буфером FastDigest; ДНК-лигазу T4 с соответствующим 10-кратным бу-
фером; ДНК-полимеразы Pfu и Taq с 10-кратными Pfu- и Taq-буферами соответственно, смесью дНТФ 
и деионизированной водой в концентрациях, указанных производителем; маркер длины ДНК GeneRuler 
DNA Ladder Mix. Для определения молекулярной массы полученных белков применяли маркер Protein 
Marker VI (10 –245) prestained от компании ITW Reagents (Испания).

ПЦР проводили в смеси стандартного состава [22] с использованием программируемого амплифи-
катора Veriti™ фирмы Applied Biosystems (США). Параметры циклов амплификации: первичная дена-
турация – 5 мин при 94 °С, затем 30 циклов, включавших в себя такие операции, как денатурация – 30 с 
при 94 °С, отжиг праймеров – 30 с (температура для каждой пары праймеров рассчитывалась как ми-
нимальная температура отжига из пары минус 5 °C), элонгация – 72 °С (время элонгации определялось 
из расчета 1 мин на 1000 пар нуклеотидов (п. н.) для Taq-полимеразы и 1 мин на 500 п. н. для Pfu-
полимеразы), заключительная полимеризация – 7 мин при 72 °С.

Индукцию экспрессии рекомбинантных белков в клетках штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 
проводили по методу автоиндукции Стьюдера [23]. В качестве отрицательного контроля выступали 
клетки BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL без плазмиды. Результаты экспрессии оценивали путем электрофо-
реза белков в полиакриламидном геле по Лэммли [21]. Денситометрические изображения окрашенных 
полиакриламидных гелей анализировали с помощью программного пакета ImageJ 1.46r [24]. Статисти-
ческий анализ (сравнение уровня экспрессии и вычисление стандарнной ошибки среднего) проводили 
в программе SOFA Statistics (версия 1.5.3).

Результаты и их обсуждение
Анализ и оптимизация полноразмерной кодирующей последовательности гена капсида ЦВС-2. 

Анализ кодирующей последовательности ДНК структурной части гена белка капсида показал, что 
первичная структура вирусного гена насыщена редкими кодонами, которые практически не читаемы 
в бактериальных клетках. Один из участков ДНК (координаты 555–588 п. н.) содержит подряд 11 трудно
читаемых кодонов (рис.  1). Имеется большое количество кодонов, нехарактерных для тРНК прока
риот1 [25] (например, кодоны для аргинина (AGG – 8 триплетов, AGA – 9 триплетов), пролина (ССС – 
12 триплетов), лейцина (CTA – 3 триплета) и изолейцина (ATA – 2 триплета)). Подобный нуклеотидный 
состав затрудняет экспрессию целевого продукта в  бактериях. Интактная ДНК гена белка капсида 
ЦВС-2 даже при наличии эффективного прокариотического промотора обусловливает крайне низкий 
уровень экспрессии целевого белка после индукции клонированного гена [20].

С целью увеличить продукцию целевого белка последовательность ДНК структурной части гена 
капсида ЦВС-2 в процессе синтеза модифицировали для оптимизации экспрессии в клетках прокариот, 
при этом замены нуклеотидов в гене не привели к изменениям в последовательности аминокислот в соот
ветствующем белке (см. рис. 1). Анализ последовательности в программе JCat [26; 27] выявил, что индекс 
адаптации кодонов для E. coli у исходной, неоптимизированной последовательности [28] равен 0,196 1, 
тогда как для оптимизированной полноразмерной последовательности он составляет 0,709 8.

Создание генетической конструкции для экспрессии полноразмерного оптимизированного гена бел-
ка капсида ЦВС-2. Полноразмерную модифицированную рамку считывания амплифицировали с помощью 
праймеров CapsP1 и CapsP2 (см. таблицу). Соответствующий ампликон (717 п. н.) введен в вектор pET-24b(+) 
по сайтам рестрикции XhoI и HindIII. Полученная генетическая конструкция названа pET-LOP (рис. 2). Ис-
следуемый ген, кроме кодирующей последовательности гена белка капсида, содержит последовательности 
N-концевой Т7-метки и C-концевой 6-His-метки для более удобного обнаружения и очистки белка. Молеку-
лярная масса предполагаемого белкового продукта, названного LOP, составляет 31,23 кДа.

Экспрессия полноразмерного оптимизированного гена белка капсида ЦВС-2. Полноразмерный 
ген капсида в составе плазмиды pET-LOP демонстрирует индуцибельную экспрессию после передачи 
плазмиды в  клетки штамма E.  coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, о  чем свидетельствуют результаты 
электрофореза белков в полиакриламидном геле (рис. 3). Анализ изображений окрашенных полиакрил
амидных гелей показал, что оптимизированный полноразмерный белок LOP вырабатывается в клетках 
в пропорции (13,01 ± 0,75) % (n = 22) по отношению к общей массе синтезируемого белка.

1Codon usage database [Electronic resource]. URL: http://www.kazusa.or.jp/codon/ (date of access: 16.12.2013).
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Рис. 1. Сравнение оригинальной (ORIP) и оптимизированной (LOP) нуклеотидных последовательностей. 
Указана последовательность белка капсида ЦВС-2 (CapsP). Серым цветом выделены измененные  

при оптимизации кодоны, темно-серым – редкие кодоны для аргинина, лейцина,  
изолейцина и пролина в оригинальной последовательности. Рамкой обозначены  

отсутствующие в укороченной последовательности кодоны (см. ниже)
Fig. 1. Comparison of the original (ORIP) and the optimized (LOP) nucleotide sequences. 
The sequence of the protein capsid PCV2 (CapsP) is shown. The codons changed during  

optimization are highlighted in gray. Rare codons for arginine, leucine, isoleucine and proline  
in the original sequence are highlighted in dark gray. The codons removed  

from the truncated sequence are framed (see below)
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Рис. 2. Карты плазмид, полученных в работе:  
а – pET-LOP (плазмида для экспрессии полноразмерного белка капсида);  

б – pET-SOP (плазмида для экспрессии укороченного белка капсида (см. ниже))
Fig. 2. Maps of plasmids obtained in the work: 

а – pET-LOP (plasmid for expressing the full-length capsid protein);  
b – pET-SOP (plasmid for expression of the truncated capsid protein (see below))

Рис. 3. Результаты ПААГ-электрофореза:  
1 – отрицательный контроль; 2– 4 – LOP (полноразмерный белок капсида, 31,23 кДа);  

5–7 – SOP (укороченный белок капсида, 26,35 кДа (см. ниже));  
8 – маркер молекулярной массы с указанием размеров белков;  
9–11 – TP (укороченный неоптимизированный белок, 25 кДа).  

Стрелками показаны целевые белки
Fig. 3. Results of PAGE electrophoresis:  

1 – negative control; 2– 4 – LOP (full-length capsid protein, 31.23 kDa);  
5–7 – SOP (truncated capsid protein, 26.35 kDa (see below));  

8 – molecular weight marker with protein sizes;  
9–11 – TP (truncated unoptimized protein, 25 kDa).  

Arrows indicate the target proteins
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Последовательности праймеров, использованных в работе
Sequences of primers used in the work

Праймер Сиквенс 5ʹ → 3ʹ Рестриктазы Размер, п. н. Температура 
плавления, °С GC-состав, %

CapsPshort AAAAAGCTTATGTGGCGTCGTAAAA HindIII 25 56,0 36
CapsP1 AAAAAGCTTATGACGTATACCCGTC HindIII 25 55,1 40
CapsP2 TTTCTCGAGCGGGATCAGCG XhoI 20 59,8 60

П р и м е ч а н и е. Подчеркнуты сайты для указанных рестриктаз.

Создание генетической конструкции для экспрессии укороченного оптимизированного гена бел-
ка капсида ЦВС-2. Ранее установлено, что присутствие нуклеотидной последовательности N-концевого 
домена белка капсида затрудняет нормальную трансляцию белка капсида в бактериальных клетках [19]. 
В целях повышения уровня экспрессии сконструирована укороченная оптимизированная последова-
тельность гена. Удаленный участок из 108 п. н. (см. рис. 1) соответствует N-концевому домену белка 
и не затрагивает его основные антигенные эпитопы [14; 15]. Индекс адаптации кодонов для укорочен-
ной и оптимизированной последовательностей равен 0,736 8 [26], что на 3,8 % превышает таковой для 
полноценного гена. 

Укороченная генетическая последовательность амплифицирована из последовательности полно-
размерного оптимизированного гена с помощью праймеров CapsP2 и CapsPshort (см. таблицу, рис. 4). 
Ампликон размером 609 п. н. клонирован в вектор pET-24b(+) по сайтам рестрикции XhoI и HindIII. 
Полученная конструкция названа pET-SOP (см. рис. 2). Ожидаемая молекулярная масса белкового про-
дукта, названного SOP, составляет 26,35 кДа.

Экспрессия укороченного оптимизированного гена белка капсида ЦВС-2. Анализ результатов 
электрофореза белков в полиакриламидном геле (см. рис. 3) показал, что укороченный оптимизирован-
ный белок SOP составляет (28,98 ± 0,70) % (n = 21) от общей массы клеточного белка.

Сравнение экспрессии различных вариантов модифицированных генов белка капсида ЦВС-2. 
Чтобы определить влияние оптимизации редких кодонов и удаления начального участка гена на уро-
вень экспрессии, было проведено сравнение содержания вышеописанных белковых продуктов и бел-
ка TP, экспрессируемого с конструкции pET-TP3 [20]. Анализ результатов электрофореза показал, что 
укороченный неоптимизированный белок TP составлял (20,49 ± 1,05) % (n = 19) от общей массы белка 
в клетке. Тест для парных сравнений (U-критерий Манна – Уитни) установил статистически значимую 
разницу в экспрессии исследуемых генов. Укороченный белок SOP нарабатывается в 2,23 раза эффек-
тивнее по сравнению c LOP ( p < 0,01) и в 1,41 раза эффективнее, чем укороченный, но неоптимизиро-
ванный белок TP ( p < 0,01). Сравнение уровня экспрессии различных модифицированных вариантов 
белка капсида ЦВС-2 наглядно представлено в виде диаграммы на рис. 5. Таким образом, и оптими-
зация кодонов, и удаление N-участка положительно влияют на экспрессию гена белка капсида ЦВС-2, 
причем для достижения наиболее высокого уровня экспрессии следует использовать оба метода.

Значение полученных результатов и перспектива дальнейших исследований. Уровень экспрессии 
немодифицированного гена белка капсида относительно невысок для генно-инженерных штаммов – про-
дуцентов целевых рекомбинантных белков [18; 20], в связи с чем необходим поиск эффективных мето-
дов оптимизации. Другими авторами проводились эксперименты по замене редких кодонов [20; 29; 30] 
и удалению 5ʹ-концевого участка гена белка капсида цирковируса [18–20; 30]. Однако изучение экс-
прессии укороченной и оптимизированной версии гена белка капсида белорусского штамма вируса ра-
нее не выполнялось, к тому же обычно осуществлялась замена относительно небольшого числа редких 
кодонов [20; 29]. Именно этот пробел и заполняет данная работа. Полученные конструкции демонстри-
руют статистически значимое повышение уровня экспрессии модифицированного гена белка капсида, 
что является важным этапом в создании улучшенной вакцины против отечественного варианта ЦВС-2. 

В дальнейшем, помимо уровня экспрессии белка в клетке, необходимо изучить и другие факторы. 
Хотя удаленный фрагмент в укороченном варианте гена белка SOP и не затрагивает его основных анти-
генных доменов, следует учитывать потенциальное влияние данного участка на образование правиль-
ной конформации белка и сборку вирусных частиц, что, в свою очередь, может влиять на иммунизацию 
хозяина. Так, показано, что N-концевой участок белка капсида необходим для димеризации этого белка 
и сборки вирусоподобных частиц, похожих по структуре на частицы интактного вируса [31]. В связи 
с этим требуются дальнейшие исследования различных вариантов модифицированного гена в целях 
установления их влияния на иммунизацию свиней и выявления наиболее подходящего кандидата для 
создания вакцины против наиболее распространенных в Беларуси штаммов ЦВС-2.
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Рис. 4. Открытая рамка считывания оптимизированного гена белка капсида цирковируса.  
Показаны праймеры, которыми проводилась амплификация:  

а – схематичное изображение последовательности;  
б – 5ʹ-конец генетической последовательности с праймерами  

для полноразмерного и укороченного гена
Fig. 4. Open reading frame of the optimized circovirus capsid protein gene.  

The primers used for amplification are shown: а – schematic representation of the sequence;  
b – 5ʹ-end of the genetic sequence with primers for the full-length and the truncated gene

Рис. 5. Сравнение уровня экспрессии исследуемых белков.  
Высота столбцов соответствует среднему уровню экспрессии;  

усы показывают стандартную ошибку среднего
Fig. 5. Comparison of the expression level of the studied proteins.  

The height of the columns indicates the average level of expression;  
the whiskers show the standard error of the mean
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Заключение
Таким образом, показано, что для эффективной экспрессии вирусного белка в клетках E. coli, по-

мимо удаления N-концевого домена белка капсида, необходимо дополнительное повышение уровня 
продукции этого гетерологичного белка за счет оптимизации кодирующей последовательности гена.
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