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СОЗДАНИЕ ШТАММОВ БАКТЕРИЙ LACTOCOCCUS LACTIS,  
СИНТЕЗИРУЮЩИХ БЕЛОК S ИЛИ РЕЦЕПТОРСВЯЗЫВАЮЩИЙ ДОМЕН  

ВИРУСА SARS - CoV-2

О. В. ЕВДОКИМОВА1), А. Э. ОХРЕМЧУК1),  
Е. В. ОХРЕМЧУК1), Д. О. ДОРМЕШКИН 2), Л. Н. ВАЛЕНТОВИЧ 1)
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2)Институт биоорганической химии НАН Беларуси,  

ул. Академика Купревича, 5, корп. 2, 220084, г. Минск, Беларусь

Аннотация. Получены рекомбинантные штаммы бактерий Lactococcus lactis, содержащие экспрессионные 
плазмиды с фрагментами генома вируса SARS-CoV-2. В составе векторной конструкции pNZ::spike находится 
полная кодирующая последовательность гена белка S вируса SARS-CoV-2, векторные конструкции pNZ::mini-spike 
и pNZ::HA-spike содержат различающиеся по кодонному составу и размеру фрагменты гена s, транслируемые 
в рецепторсвязывающий домен. Индукция экспрессии фрагмента гена s в клетках полученных штаммов низином 
(1 нг/мл) сопровождается синтезом белков, специфически связывающихся с коммерческими антителами к рецептор
связывающему домену вируса SARS-CoV-2. Рекомбинантный белок, продуцируемый бактериями L. lactis pNZ::spike, 
на электрофореграмме определяется в виде нескольких фракций, молекулярная масса наиболее представленной из 
них составляет около 150 кДа, что совпадает с теоретически рассчитанной молекулярной массой полноразмерного 
белка S. Рекомбинантный белок, синтезируемый бактериями L. lactis pNZ::HA-spike, имеет молекулярную массу 
приблизительно 23 кДа. В клетках бактерий L. lactis pNZ::mini-spike целевой белок представлен основной фракцией 
с молекулярной массой около 35 кДа. Продуцируемые рекомбинантные белки имеют клеточную локализацию.

Ключевые слова: молочнокислые бактерии; коронавирус; гликопротеин шипа; рецепторсвязывающий домен; 
экспрессия гетерологичных генов.
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Abstract. We obtained recombinant bacterial strains of Lactococcus lactis containing expression plasmids with frag-
ments of the SARS-CoV-2 virus genome. The pNZ::spike vector construction contains the complete coding sequence 
of the S protein gene of the SARS-CoV-2 virus, the vector constructions pNZ::mini-spike and pNZ::HA-spike contain 
s gene fragments with different codon composition and size, which translated into the receptor-binding domain. Induction 
of s gene fragment expression in cells of the obtained strains by nisin (1 ng/ml) is followed by the synthesis of proteins 
specifically binding to commercial antibodies against the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2 virus. Recombi-
nant proteins produced by the bacteria L. lactis pNZ::spike are represented by several fractions, a molecular mass of the 
major fraction is about 150 kDa, which coincides with the theoretically calculated molecular mass of the full-length S pro-
tein. The bacteria L. lactis pNZ::HA-spike synthesised the recombinant protein with a molecular mass of approximately 
23 kDa. In L. lactis pNZ::mini-spike cells the target protein is represented by a major fraction with a molecular mass of 
about 35 kDa. The produced recombinant proteins have cellular localisation.

Keywords: lactic acid bacteria; Coronavirus; spike protein; receptor-binding domain; heterologous gene expression.
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Введение
Молочнокислые бактерии (МКБ) – это несистематическая группа грамположительных бактерий, 

которая объединяет микроорганизмы, продуцирующие молочную кислоту в качестве конечного мета-
болита при ферментации углеводов. C давних времен МКБ применяются для получения кисломолоч-
ных, ферментированных мясных и растительных продуктов, производства кормов, фармакологических 
и химических субстанций, консервантов [1–5]. С развитием генной инженерии штаммы МКБ, в первую 
очередь представители родов Lactococcus и Lactobacillus, стали использоваться в качестве продуцентов 
гомологичных и гетерологичных белков [6–11]. Безопасность для человека, быстрый, не требующий 
аэрации рост культуры клеток, небольшое количество синтезируемых протеаз, возможность секреции 
во внеклеточную среду, отсутствие необходимости очистки продукта от липополисахаридов опреде
ляют МКБ как удобную, а в некоторых случаях предпочтительную альтернативу бактериям Escherichia 
coli в качестве хозяев систем гетерологичной экспрессии генов [5; 12; 13]. С начала 2000-х гг. МКБ ин-
тенсивно изучаются как вектор доставки терапевтических белков и антигенов к слизистым оболочкам 
организма [2; 14–17]. Такие свойства МКБ, как устойчивость к низкому pH и солям желчных кислот, 
слабая иммуногенность, а у некоторых штаммов пробиотические свойства и эффект адъювантности 
обосновывают применение МКБ в качестве основы для разработки живых мукозальных вакцин [18–21]. 
Такая доставка антигенов может представлять собой эффективную стратегию профилактики инфекций, 
основными входными воротами которых являются верхние дыхательные пути и (или) желудочно-ки-
шечный тракт. 
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В связи с пандемией COVID-19 резко возросла востребованность исследований в области конструи-
рования генно-инженерных штаммов МКБ, синтезирующих антигены коронавируса тяжелого острого 
респираторного синдрома – 2 (SARS-CoV-2) [22–27]. После завершения пандемии данные исследова-
ния остаются актуальными, поскольку вирус SARS-CoV-2 продолжает циркулировать в человеческой 
популяции, и не исключено появление новых потенциально пандемических вариантов. За годы панде-
мии были детально изучены структура генома, функциональная нагрузка, участие в патогенезе и вклад 
в развитие иммунного ответа отдельных структурных единиц вируса SARS-CoV-2 [28], разработаны 
тест-системы для обнаружения специфических антител к различным доменам вирусных белков [29], 
поэтому антигены вируса SARS-CoV-2 являются «удобными» для проверки вакцинных платформ. Разра
ботанные и оптимизированные с применением данного материала системы гетерологичной экспрессии 
генов в МКБ могут служить основой для создания мукозальных вакцин с использованием иных антиге-
нов вирусного или бактериального происхождения.

Как правило, в векторных вакцинах в качестве антигенов применяются структурные белки патогена. 
В случае с вирусом SARS-CoV-2 таковыми являются гликопротеин шипа (spike protein, S), мембранный 
белок (membrane protein, M), белок оболочки (envelope protein, E) и нуклеокапсидный белок (nucleocapsid 
protein, N) [30]. Первые зарегистрированные вакцины против COVID-19 – мРНК-вакцины BNT162b2 
(Pfizer – BioNTech) и Spikevax (Moderna) и векторные вакцины «Гам-КОВИД-Вак» («Спутник V») (Нацио
нальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени Н. Ф. Гамалеи) и ChAdOx1 
nCoV-19 (Oxford – AstraZeneca) – вызывали иммунный ответ организма за счет экспрессии гена белка S 
в клетках хозяина [31]. Действие большинства разрабатываемых мукозальных вакцин также основано на 
иммуногенности гликопротеина шипа или его фрагмента. Исследования структуры, функции и антиген-
ности белка S вируса SARS-CoV-2 показали, что субъединица S1 содержит рецепторсвязывающий домен 
(receptor-binding domain, RBD) (рис. 1), который имеет высокую аффинность к ангиотензинпревращаю-
щему ферменту ACE2 [30; 32; 33]. На основании проведенного филогенетического анализа и структур-
ного моделирования регион RBD (319–541 аминокислотный остаток) рекомендован к использованию 
в качестве целевого антигена для разработки вакцины [32]. В другом исследовании показано, что для 
проявления иммуногенности достаточно даже фрагмента белка S с 330-го по 526-й аминокислотный 
остаток [34]. В экспериментах на лабораторных животных было отмечено, что домен S1 гликопротеина 
шипа вируса SARS-CoV-2 является более эффективным иммуногеном, чем RBD [35], это объясняется на-
личием дополнительных эпитопов за пределами фрагмента RBD.

Согласно литературным сведениям большинство созданных рекомбинантных штаммов МКБ синте-
зируют отдельные домены белков вируса SARS-CoV-2 [25; 36–38] и только несколько штаммов проду-
цируют полноразмерные структурные белки [23; 27], в их числе бактерии Lactobacillus plantarum [23] 
и Bifidobacterium longum (URL: https://clinicaltrials.gov/study/ NCT04334980), содержащие плазмидную 
ДНК с полной кодирующей последовательностью гена s вируса SARS-CoV-2. Бактерии Lactococcus lactis 
являются одним из наиболее часто используемых хозяев для экспрессии генов в грамположительных 
бактериях в целях продукции белков вирусного, бактериального или эукариотического происхождения 
[7; 39–41], однако сообщений о синтезе полноразмерного белка S в клетках бактерий L. lactis, как и срав-
нительного анализа экспрессии целого гена s либо его фрагмента, в литературных источниках найти не 
удалось. Целью данного исследования являлось получение рекомбинантных штаммов бактерий L. lactis, 
экспрессирующих фрагменты гена s вируса SARS-CoV-2.

Рис. 1. Структура белка S вируса SARS-CoV-2 (координаты согласно базе данных UniProtKB – P0DTC2). 
Используемые обозначения: SP – сигнальный пептид; NTD – N-концевой домен;  
RBM – рецепторсвязывающий мотив; SD1 – субдомен-1; SD2 – субдомен-2;  

FP – пептид слияния; HR1 – гептадный повтор – 1; HR 2 – гептадный повтор – 2;  
TM – трансмембранная область; IC – внутриклеточный домен

Fig. 1. Structure of the S protein of the SARS-CoV-2 virus (coordinates according to the UniProtKB database – P0DTC2). 
Symbols: SP – signal peptide; NTD – N-terminal domain; RBM – receptor-binding motif;  
SD1 – subdomain-1; SD2 – subdomain-2; FP – fusion peptide; HR1 – heptad repeat – 1;  

HR 2 – heptad repeat – 2; TM – transmembrane region; IC – intracellular domain
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Материалы и методы исследования
Бактерии E. coli XL1-Blue [42] и Bacillus subtilis 168 [43] выращивали в жидкой или агаризованной 

среде LB (Conda, Испания; кат. № 1083) при температуре 37 °С. Бактерии L. lactis NZ3900 [44] куль-
тивировали в бульоне или на поверхности агаризованной среды М17 (HiMedia Laboratories, Индия; 
кат. № M1029) с добавлением глюкозы до концентрации 0,5 % при температуре 30 °С. Для создания 
селективных условий в среду культивирования вводили ампициллин (100 мг/л) или хлорамфеникол 
(10 мг/л). Плазмиды, использованные в работе, представлены в табл. 1.

Та бл и ц а  1
Плазмиды, использованные в исследовании

Ta b l e  1
Рlasmids used in the study

Плазмида Характеристика Источник

pJET1.2/blunt ApR, oriVColE1, Eco47I/T7
Сайт производителя 
(URL: https://www.
thermofisher.com)

pUC19 ApR, lacZα, oriVColE1 [45]
pUC21 ApR, lacZα, oriVColE1, M13 IR [46]
pNZ8121 CmR, PnisA, oriVpSH71 [47]

pEX-K Плазмида со вставкой фрагмента кодирующей 
последовательности гена s вируса SARS-CoV-2 [48]

pJET::spike Плазмида pJET1.2/blunt со вставкой кодирующей 
последовательности гена s вируса SARS-CoV-2

Данная работа

pUC19::HA-spike Плазмида pUC19 со вставкой фрагмента гена s вируса SARS-CoV-2

pUC21::HA-spike Плазмида pUC21 со вставкой фрагмента гена s вируса SARS-CoV-2 
с добавленным стоп-кодоном

pNZ::spike
Плазмида, несущая экспрессионную кассету на основе про-
мотора PnisA и полной кодирующей последовательности гена s 
вируса SARS-CoV-2

pNZ::mini-spike
Плазмида, несущая экспрессионную кассету на основе промо-
тора PnisA и фрагмента кодирующей последовательности гена s 
вируса SARS-CoV-2

pNZ::HA-spike
Плазмида, несущая экспрессионную кассету на основе промо-
тора PnisA и фрагмента кодирующей последовательности гена s 
вируса SARS-CoV-2

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили с применением Flash-полимеразы и Flash-буфе
ра (ООО «АртБиоТех», Беларусь), а также олигонуклеотидных праймеров (табл. 2) в концентрации 
0,1 мкмоль/л (ОДО «Праймтех», Беларусь). Количество матричной ДНК в реакции составляло 20 –50 нг.

Та бл и ц а  2
Праймеры, использованные в исследовании

Ta b l e  2
Primers used in the study

Праймер Нуклеотидная последовательность 
(5′ – 3′)

M13R GGATAACAATTTCACACAGG
T7-Pro-Seq TAATACGACTCACTATAGGG
pNZ-F TCGTTCGAAGGAACTAC
pNZ-R TGCCATTTCAATTGAAC
SpV2-F AGCTTGGTCATATGTTTGTGTTTCC
SpV2-R TATTATCCATGGTTATCTAGATCCG
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Праймер Нуклеотидная последовательность 
(5′ – 3′)

SpV-F ATGTTTGTGTTCCTTGTGTTATTG
Gib-ori-F TCATGACCAAAATCCC
mSpHA-F ATCATGAACACCCAGATCCTGGTG
mSpHA-R TTACTTCTTGGGGCCACACACTG

Трансформацию бактерий E. coli плазмидной ДНК осуществляли согласно рекомендациям [49], бак-
терии B. subtilis трансформировали по методике, описанной в работе [50], при трансформации бакте-
рий L. lactis руководствовались инструкцией [51].

Плазмидную ДНК выделяли с помощью набора Monarch Plasmid Miniprep Kit (New England Biolabs, 
США; кат. № T1010) или путем щелочного лизиса по методике, изложенной в публикации [52]. Электро
форетическое разделение фрагментов ДНК осуществляли в 0,8 % агарозном геле, экстракцию ДНК из 
агарозного геля проводили с использованием набора Monarch DNA Gel Extraction Kit (New England Bio­
labs; кат. № T1020). Рестрикцию фрагментов ДНК и их лигирование ДНК-лигазой Т4 (Thermo Scientific, 
США; кат. № EL0011) выполняли в стандартных буферных системах при рекомендуемых в инструкции 
производителя условиях. 

Секвенирование осуществляли по методу Сенгера [53] с помощью набора реактивов DNA Cycle Se-
quencing Kit (Jena Bioscience, Германия) и меченных флуоресцентной меткой Cy5.5 праймеров (см. табл. 2). 
Полногеномное секвенирование проводили на платформе MiSeq (Illumina, США) с использованием набо-
ра реагентов MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina; кат. № MS-102-3003). Библиотеки фрагментов ДНК готовили 
с применением наборов реактивов NEBNext Ultra II FS DNA Library Prep Kit for Illumina (New England 
Biolabs; кат. № E7805S) и NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (New England Biolabs; кат. № E6609S). 
Множественное выравнивание нуклеотидных и предсказанных аминокислотных последовательностей 
осуществляли с помощью инструмента Clustal Omega ресурса UniProt (URL: https://www.uniprot.org/ ).

Для анализа белкового состава бактериальных суспензий супернатант отделяли от клеточного осадка 
путем центрифугирования. Белки супернатанта осаждали трихлоруксусной кислотой с последующей 
промывкой ледяным 80 % ацетоном, центрифугировали 10 мин при скорости 12 000 об/мин и ресуспен-
дировали в фосфатно-солевом буфере (ФСБ). Для приготовления клеточных лизатов промытые и ресус
пендированные в ФСБ суспензии клеток выравнивали по оптической плотности при длине волны 600 нм 
(ОП600 = 0,3), аликвоты суспензий обрабатывали лизоцимом (на протяжении 1 ч при температуре 37 °С), 
дважды отмывали и ресуспендировали в ФСБ. В качестве положительного контроля использовали ком-
мерческий рекомбинантный белок Recombinant 2019-nCoV Spike Protein (RBD, mFc Tag; Elabscience, 
Китай; кат. № PKSR030500) с молекулярной массой 51,5 кДа. Электрофорез белков в денатурирующих 
условиях проводили в 10 % полиакриламидном разделяющем геле, перенос белков на поливинилиден-
дифторидную мембрану выполняли в аппарате Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, США). После 
блокировки неспецифических сайтов связывания антител 5 % обезжиренным молоком мембрану инкуби-
ровали с первичными антителами SARS-CoV-2 Spike RBD Polyclonal Antibody (2019-nCoV) (Elabscience; 
кат. № E-AB-V1006) в течение 1 ч, затем отмывали и инкубировали 1 ч со вторичными антителами Immun-
Star Goat Anti-Rabbit (GAR)-HRP Conjugate (Bio-Rad; кат. № 170-5046). Визуализацию целевых белков 
проводили с помощью оборудования ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad ) хемилюминесцентным ме
тодом после 5 мин инкубации ECL-смеси (Bio-Rad; кат. № 170-5061) на поверхности мембраны.

Получение кодирующих последовательностей. В качестве донора последовательности гена s ис-
пользовали препарат «Гам-КОВИД-Вак» (компонент II), в основе которого находится аденовирус типа 5 
с геном полноразмерного белка S вируса SARS-CoV-2 [54]. Предварительно была выделена ДНК данного 
препарата и установлена его полная нуклеотидная последовательность. На основе секвенированной 
нуклеотидной последовательности сконструированы праймеры SpV2-F и SpV2-R (см. табл. 2), дающие 
при амплификации c ДНК-матрицы препарата «Гам-КОВИД-Вак» фрагмент, содержащий последователь-
ность гена s и добавленные сайты узнавания рестриктаз на 5ʹ-конце (NdeI) и 3ʹ-конце (NcoI). В результате 
ПЦР были получены ампликоны длиной 3872 пары нуклеотидов (п. н.), которые клонировали в составе 
вектора pJET1.2/blunt в клетках E. coli XL1-Blue. Из отобранных на ампициллине (100 мкг/мл) колоний 
выделяли плазмидную ДНК и с помощью рестрикционного анализа определяли направление вставки, 
а также линейный размер полученной плазмиды и вставки. Среди плазмид, соответствующих расчетному 
размеру, выбирали варианты с удобным для последующих манипуляций направлением вставки. Для про-
верки отсутствия нуклеотидных замен и перестроек в кодирующей последовательности гена s плазмидную 
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ДНК pJET::spike подвергали проверочному секвенированию на приборе MiSeq, что позволило выявить 
полную идентичность референсной последовательности ДНК препарата «Гам-КОВИД-Вак» и наличие 
внесенных сайтов рестрикции, фланкирующих кодирующую последовательность.

Фрагмент последовательности RBD (Phe318 – Cys590) длиной 820 п. н., обозначаемый далее как mini-
spike, был любезно предоставлен сотрудниками лаборатории инфекций с природным резервуаром Респуб
ликанского научно-практического центра эпидемиологии и микробиологии и отраслевой лаборатории мо-
лекулярных био- и нанотехнологий Института микробиологии НАН Беларуси в составе плазмиды pEX-K 
размером 3338 п. н. [48]. 

Кодирующая RBD (Arg319 – Lys529) нуклеотидная последовательность фрагмента гена s вируса SARS-
CoV-2, обозначаемого далее как HA-spike, синтезирована в компании Synbio Technologies (США). Оптими-
зацию состава кодонов проводили для максимального уровня экспрессии в клетках человека с помощью 
сервиса GeneArt (Thermo Fisher Scientific, США). К N-концу RBD были добавлены сигнальный пептид 
гемагглютинина и четыре дополнительные аминокислоты от фрагмента гемагглютинина [55]. Фрагмент 
клонировали в составе вектора pUC19 в клетках E. coli XL1-Blue, трансформанты отбирали на среде 
с ампициллином (100 мкг/мл). К кодирующей последовательности с помощью ПЦР добавляли сайт ре-
стрикции и стоп-кодон путем амплификации фрагмента плазмиды pUC19::HA-spike с использованием 
праймеров mSpHA-F (содержит на 5ʹ-конце два нуклеотида для восстановления сайта рестрикции EcoRV) 
и mSpHA-R (содержит на 3ʹ-конце три нуклеотида стоп-кодона). Продукт размером 714 п. н. клонировали 
в составе вектора pUC21 в клетках E. coli XL1-Blue. Полученную плазмиду pUC21::HA-spike проверяли 
на соответствие нуклеотидной последовательности HA-spike и наличие внесенных изменений методом 
секвенирования ДНК по Сенгеру c использованием праймеров M13R и T7-Pro-Seq.

Результаты и их обсуждение
Для создания экспрессионных конструкций были клонированы три кандидатные последовательности 

фрагмента ДНК вируса SARS-CoV-2: вариант spike, содержащий полную кодирующую последователь-
ность гена s, вариант HA-spike, представляющий собой нуклеотидную последовательность, трансли-
руемую в RBD, слитый с НА-сигналом секреции, и вариант mini-spike, представляющий собой более 
протяженную нуклеотидную последовательность гена s, транслируемую в RBD (см. подраздел «Полу-
чение кодирующих последовательностей»). Секвенированные нуклеотидные и предсказанные аминокис-
лотные последовательности фрагмента гена s в составе плазмид pJET::spike, pEX-K и pUC21::HА-spike 
сравнивали c кодирующей последовательностью гена гликопротеина шипа вируса SARS-CoV-2 изоля-
та Wuhan-Hu-1, депонированной в базе данных GenBank под номером NC_045512. Было установлено, 
что предсказанные аминокислотные последовательности сравниваемых фрагментов белка S идентичны, 
в то время как нуклеотидные последовательности клонированных фрагментов гена s отличаются от 
последовательности изолята Wuhan-Hu-1 и различаются между собой в зависимости от дизайна пред-
варительно проведенной оптимизации кодонного состава (рис. 2).

Рис. 2. Выравнивание последовательностей spike, HA-spike, mini-spike  
и фрагмента генома вируса SARS-CoV-2 изолята Wuhan-Hu-1 (а) и сравнение участка  

кодирующей последовательности RBD вируса SARS-CoV-2 и трех кандидатных последовательностей (б ) 
Fig. 2. Alignment of spike, HA-spike, mini-spike sequences against the genome fragment  

of the SARS-CoV-2 virus Wuhan-Hu-1 isolate (a) and comparison of the RBD coding sequence region  
of the SARS-CoV-2 virus and three candidate sequences (b)
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Основой для создания экспрессионной конструкции с фрагментом гена s вируса SARS-CoV-2 вы-
бран плазмидный вектор широкого круга хозяев pNZ8121 – компонент коммерческой системы экспрессии 
генов под контролем низина NICE® (MoBiTec, Германия). Данный вектор содержит низин-индуцируемый 
промотор PnisA в сочетании с нативным сайтом связывания рибосом, сигнальную последовательность 
гена prtP и терминатор гена pepN, а также ген хлорамфениколацетилтрансферазы в качестве селектив-
ного маркера [51]. Штамм L. lactis NZ3900, делеционный мутант по гену lacF, неспособный расти на 
лактозе, был использован как реципиент экспрессионной конструкции. Выбор данного штамма обосно-
ван возможностью переноса экспрессионной кассеты, функционирующей в составе вектора pNZ8121, 
в вектор pNZ8149, содержащий в качестве селективного маркера ген lacF, восстанавливающий способ-
ность штамма L. lactis NZ3900 расти на лактозе [51]. Такая комбинация делает систему гетерологичной 
экспрессии пригодной для применения в пищевой промышленности.

В инструкции производителя используемой системы экспрессии вставку целевой последовательности 
в вектор pNZ8121 рекомендовано осуществлять с помощью сайта рестрикции EcoRV для сохранения 
рамки считывания, начинающейся с сигнальной последовательности гена prtP, однако в таком случае 
вставка фрагмента может происходить в двух направлениях и необходим отбор трансформантов с нуж-
ной ориентацией вставки. В данной работе применяли вариант, при котором фрагмент ДНК имеет один 
«тупой» и один «липкий» конец, что обеспечивает сохранение рамки считывания, начинающейся с ко-
дирующей последовательности сигнального пептида, и позволяет получать трансформанты с нужным 
направлением вставки. Для субклонирования фрагментов в составе вектора pNZ8121 производитель 
рекомендует использовать штаммы E. coli recA+, однако согласно описанию рост трансформантов E. coli 
занимает около 48 ч и клонирование векторов pNZ в E. coli может приводить к нестабильности и (или) 
реорганизации плазмиды [51]. Нами было замечено, что в случае использования бактерий B. subtilis 168 
векторы на основе pNZ8121 стабильно наследуются, трансформанты можно отбирать через 24 ч. Для 
получения экспрессионной конструкции с полной кодирующей последовательностью гена белка S виру-
са SARS-CoV-2 амплифицировали фрагмент плазмиды pJET::spike с использованием праймеров SpV-F 
и Gib-ori-F (рис. 3). Полученный продукт размером 5317 п. н. обрабатывали рестриктазой NcoI, целевой 
фрагмент размером 3854 п. н. (см. рис. 3, б ) лигировали с линеаризованным по сайтам EcoRV и NcoI 
вектором pNZ8121. Продукты лигирования использовали для трансформации бактерий B. subtilis 168, 
трансформанты отбирали на среде с хлорамфениколом (10 мкг/мл). 

Экспрессионные конструкции с кодирующей последовательностью RBD собирали аналогично с ис-
пользованием рестриктазно-лигазного метода (рис. 4 и 5), при этом фрагмент HA-spike длиной 777 п. н. 
получали путем обработки плазмиды pUC21::HA-spike рестриктазами EcoRV и NcoI (см. рис. 4, а и б ), 
а фрагмент mini-spike длиной 842 п. н. – путем обработки донорной плазмиды pEX-K рестриктазами PstI 
и NheI (см. рис. 5, а и б ). Очищенные фрагменты лигировали с линеаризованным вектором pNZ8121 по 
сайтам EcoRV и NcoI для вставки HA-spike или по сайтам PstI и XbaI (изокаудомер NheI) для вставки 
mini-spike. Продуктами лигирования трансформировали бактерии B. subtilis 168, трансформанты от-
бирали на среде с хлорамфениколом (10 мкг/мл). Полученные генетические конструкции pNZ::spike, 
pNZ::НА-spike и pNZ::mini-spike проверяли на правильность сборки методом секвенирования ДНК по 
Сенгеру с использованием праймеров pNZ-F и pNZ-R и вводили в компетентные клетки бактерий L. lactis 
NZ3900. Для оценки индуцируемой экспрессии целевых генов в клетках рекомбинантных штаммов 
ночные культуры, разведенные в 25 раз, выращивали на протяжении 4 ч, затем вводили индуктор низин 
(1 нг/мл) и продолжали инкубировать при тех же условиях в течение 3 ч. 

Подтверждение синтеза целевого белка полученными рекомбинантными штаммами осуществляли 
методом электрофореза белков с последующим иммуноблоттингом с антителами к RBD белка S вируса 
SARS-CoV-2 (см. рис. 3, в, рис. 4, в, и рис. 5, в). Согласно рис. 3, в, в клеточных лизатах бактерий штам-
ма L. lactis pNZ::spike регистрируется несколько фракций белка, связывающихся с антителами к RBD. 
Отсутствие неспецифического связывания с  белками клеточного лизата неиндуцированной суспензии 
бактерий (отрицательный контроль) подтверждает, что все регистрируемые с помощью иммуноблоттинга 
фракции содержат эпитоп RBD. Молекулярная масса наиболее представленной фракции составляет око-
ло 150 кДа, что совпадает с теоретически рассчитанной массой полноразмерного белка S (144,6 кДа с сиг-
нальной последовательностью гена prtP). Присутствие фракций меньшего размера может свидетель-
ствовать о частичной деградации белка или неполной трансляции.

В клеточном лизате штамма L. lactis pNZ::HA-spike регистрируется целевой белок массой приблизи-
тельно 23 кДа (см. рис. 4, в). Теоретически рассчитанная масса рекомбинантного белка HA-spike в рамке 
считывания с сигнальной последовательностью гена prtP составляет 29,9 кДа, а при условии удаления 
сигнальных пептидов уменьшается до 23,8 кДа. В лизате клеток штамма L. lactis pNZ::mini-spike ос-
новную часть целевого белка составляет фракция массой около 35 кДа (см. рис. 5, в), что соответствует 
теоретически рассчитанной массе 35,4 кДа.
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Рис. 3. Схема создания рекомбинантной плазмиды pNZ::spike и проверка экспрессии целевого гена: 
a – стратегия конструирования экспрессионной плазмиды pNZ::spike;  
б – электрофореграмма с фрагментами рестрикции, использованными  

в приготовлении лигирующей смеси для последующей трансформации бактерий B. subtilis 168  
(М – маркер молекулярной массы фрагментов ДНК (Thermo Scientific; кат. № SM0311));  

в – результат идентификации белков с RBD в клетках штамма L. lactis pNZ::spike  
(1 – лизат клеток без индукции, 2 – лизат клеток после индукции низином,  

3 – положительный контроль RBD, М – маркер молекулярной массы белка (Bio-Rad; кат. № 161-0376))
Fig. 3. The scheme of recombinant plasmid pNZ::spike construction and verification of target gene expression: 

a – the strategy of expression plasmid pNZ::spike engineering;  
b – electropherogram of restriction fragments used in the ligation with the following transformation  

of B. subtilis 168 cells (M – DNA fragment molecular weight marker (Thermo Scientific; catalog No. SM0311));  
c – result of identification of proteins with RBD in L. lactis pNZ::spike cells  

(1 – cell lysate without induction, 2 – nisin-induced cell lysate,  
3 – RBD positive control, M – protein molecular weight marker (Bio-Rad; catalog No. 161-0376))



45

Биотехнология и микробиология 
Biotechnology and Microbiology

Рис. 4. Схема создания рекомбинантной плазмиды pNZ::НА-spike и проверка экспрессии целевого гена: 
а – стратегия конструирования экспрессионной плазмиды pNZ::НА-spike;  

б – электрофореграмма с фрагментами рестрикции, использованными в приготовлении лигирующей смеси  
для последующей трансформации бактерий B. subtilis 168 (К – необработанная плазмидная ДНК,  

М – маркер молекулярной массы фрагментов ДНК (Thermo Scientific; кат. № SM0311));  
в – результат идентификации белков с RBD в клетках штамма L. lactis pNZ::НA-spike  

(1 – лизат клеток после индукции низином, 2 – лизат клеток без индукции,  
3 – положительный контроль RBD, М – маркер молекулярной массы белка (Bio-Rad; кат. № 161-0376))

Fig. 4. The scheme of recombinant plasmid pNZ::НА-spike construction and verification of target gene expression: 
a – the strategy of expression plasmid pNZ::НА-spike engineering;  
b – electropherogram of restriction fragments used in the ligation  

with the following transformation of B. subtilis 168 cells (К – plasmid without treatment,  
M – DNA fragment molecular weight marker (Thermo Scientific; catalog No. SM0311));  

c – result of identification of proteins with RBD in L. lactis pNZ::НА-spike cells  
(1 – nisin-induced cell lysate, 2 – cell lysate without induction, 

3 – RBD positive control, M – protein molecular weight marker (Bio-Rad; catalog No. 161-0376))
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Рис. 5. Схема создания рекомбинантной плазмиды pNZ::mini-spike и проверка экспрессии целевого гена: 
а – стратегия конструирования экспрессионной плазмиды pNZ::mini-spike;  

б – электрофореграмма с фрагментами рестрикции, использованными  
в приготовлении лигирующей смеси для последующей трансформации бактерий B. subtilis 168 

(М – маркер молекулярной массы фрагментов ДНК (Thermo Scientific; кат. № SM0311));  
в – результат идентификации белков с RBD в клетках штамма L. lactis pNZ::mini-spike  

(1 – лизат клеток после индукции низином, 2 – положительный контроль RBD,  
М – маркер молекулярной массы белка (Bio-Rad; кат. № 161-0376))

Fig. 5. The scheme of recombinant plasmid pNZ::mini-spike construction and verification of target gene expression: 
а – the strategy of expression plasmid pNZ::mini-spike engineering;  

b – electropherogram of restriction fragments used in the ligation  
with the following transformation of B. subtilis 168 cells  

(M – DNA fragment molecular weight marker (Thermo Scientific; catalog No. SM0311));  
c – result of identification of proteins with RBD in L. lactis pNZ::mini-spike cells  

(1 – nisin-induced cell lysate, 2 – RBD positive control,  
M – protein molecular weight marker (Bio-Rad; catalog No. 161-0376))
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Суспензии клеток выравнивали по оптической плотности перед приготовлением проб для электро-
фореза белков, однако заметно, что в клеточном лизате штамма L. lactis pNZ::HA-spike целевого белка 
меньше, чем в клеточном лизате штамма L. lactis pNZ::mini-spike (в сравнении с положительным контро-
лем RBD на рис. 4, в, и рис. 5, в), а молекулярная масса белка соответствует теоретически рассчитанной 
молекулярной массе без сигнальных пептидов. Предположительно, это может быть связано с секрецией 
белка во внеклеточное пространство, сопровождающейся удалением сигнальных пептидов, поэтому 
нами исследовалась способность штаммов секретировать продуцируемый белок (рис. 6).

Как видно из рис. 6, весь пул рекомбинантных белков, синтезируемый штаммами L. lactis pNZ::spike, 
L. lactis pNZ::mini-spike и L. lactis pNZ::HA-spike, находится в клеточном осадке. Относительно отсут-
ствия секреции синтезируемых белков следует отметить, что согласно имеющимся сведениям в бактериях 
L. lactis не всегда удавалось получить секретируемый рекомбинантный белок даже при использовании 
сигнального пептида Usp45, позиционируемого производителем как более предпочтительного [7; 21]. 
Эффективность секреции зависит от сочетания сигнального пептида с целевым белком, и оптималь-
ное сочетание трудно предсказать, при этом предполагается, что конформация продуцируемого белка 
влияет на секрецию в большей степени, чем его размер [12]. При использовании бактерий в качестве 
живой пероральной вакцины внутриклеточная или мембранная локализация антигенов может быть более 
предпочтительной, так как секретируемые белки в большей мере подвержены разрушению фермента
ми желудочно-кишечного тракта хозяина. Возможной причиной разного уровня синтеза RBD штаммами 
L. lactis pNZ::HA-spike и L. lactis pNZ::mini-spike являются различия кодонного состава кодирующих 
последовательностей HA-spike и mini-spike. Также не исключено действие внутриклеточных протеаз, 
в том числе идентифицированной в бактериях L. lactis цитоплазматической протеазы ClpP, которая играет 
важную роль в деградации неправильно свернутых белков [56]. 

Согласно результатам, полученным в настоящей работе, бактерии L. lactis способны синтезировать 
как небольшой фрагмент RBD, так и полноразмерный белок S вируса SARS-CoV-2. 

Заключение
Созданы экспрессионные конструкции, в составе которых под контролем индуцибельного промо-

тора PnisA находятся ген s вируса SARS-CoV-2 (pNZ::spike) и различающиеся по кодонному составу 
и размеру фрагменты гена s, транслируемые в RBD (pNZ::mini-spike и pNZ::HA-spike). Получены штам-
мы бактерий L. lactis, продуцирующие рекомбинантные вирусные белки, специфически связывающие
ся с антителами к RBD вируса SARS-CoV-2: штамм L. lactis pNZ::spike (синтезирует белок S вируса 
SARS-CoV-2 с молекулярной массой около 150 кДа), а также штаммы L. lactis pNZ::mini-spike и L. lactis 
pNZ::HA-spike (синтезируют RBD белка S с молекулярной массой около 35 и 23 кДа соответственно). 

Рис. 6. Результат идентификации белков с RBD в клеточных лизатах  
и супернатантах рекомбинантных штаммов методом иммуноблоттинга. 
Используемые обозначения: С – клеточный лизат; S – супернатант;  

Cind и Sind – образцы из индуцированной низином суспензии;  
RBD – положительный контроль RBD. Для лучшей визуализации в образце Cind  
штамма L. lactis pNZ::HA-spike загружено в 3 раза больше белкового лизата

Fig. 6. The result of Western blot identification of proteins  
with RBD in cell lysates and supernatants of recombinant strains. 

Symbols: С – cell lysate; S – supernatant;  
Cind and Sind – samples were prepared from nisin induced suspension;  

RBD – positive control of RBD. For better visualisation, 3 times more protein lysate  
was loaded in sample Cind of strain L. lactis pNZ::HA-spike
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Представленные в работе результаты свидетельствуют о принципиальной возможности использования 
бактерий L. lactis в качестве продуцентов отдельных доменов и полноразмерных мультидоменных ре-
комбинантных белков вируса SARS-CoV-2. Полученные рекомбинантные штаммы L. lactis pNZ::spike, 
L. lactis pNZ::mini-spike и L. lactis pNZ::HA-spike будут подвергаться дальнейшим исследованиям в целях 
оценки их способности вызывать специфический иммунный ответ у лабораторных животных.
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