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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Èçâåñòíî, ÷òî íåäîñòàòî÷íîñòü ôåðìåíòà β-ãà-

ëàêòîçèäàçû (ëàêòàçû), ðàñùåïëÿþùåé ëàêòîçó ìî-

ëîêà èìååò îñîáîå çíà÷åíèå â ðàííåì äåòñòâå, òàê

êàê äèñàõàðèä ëàêòîçà, ñîäåðæàùèéñÿ â ìîëîêå, ÿâ-

ëÿåòñÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ãàëàêòîçû, êîòîðàÿ â

ñâîþ î÷åðåäü ó÷àñòâóåò â ñèíòåçå ãàëàêòîöåðåáðî-

çèäîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ íîðìàëüíîãî ðàçâèòèÿ

ÖÍÑ è ñåò÷àòêè ãëàçà, âñëåäñòâèå ÷åãî óìåíüøåíèå

êîëè÷åñòâà ëàêòîçû è ïðîèçâîäíûõ å¸ ãèäðîëèçà

íåæåëàòåëüíî, îñîáåííî â äåòñêîì âîçðàñòå. Ìåæäó

òåì 15—20% íàñåëåíèÿ Çåìëè ñòàáèëüíî ïîäâåðæå-

íî ñèíäðîìó ìàëüàáñîðáöèè (ÑÌÀ), êîòîðûé âû-

ðàæàåòñÿ, â ÷àñòíîñòè, â ëàêòîçîíåïåðåíîñèìîñòè è

ñîïðÿæåííûõ ñ ýòèì ÿâëåíèåì ïîñëåäñòâèÿõ [1]. 

Íàèáîëåå ðàäèêàëüíûì è ýôôåêòèâíûì ñïî-

ñîáîì ëå÷åíèÿ ÑÌÀ, ÿâëÿåòñÿ ïðè¸ì ôåðìåíòíûõ

ïðåïàðàòîâ, ðàñùåïëÿþùèõ ëàêòîçó, êîòîðûå íà-

çíà÷àþòñÿ âìåñòå ñ ìîëîêîì è ìîëî÷íûìè ïðî-

äóêòàìè (ìåçîôèëüíàÿ β-ãàëàêòîçèäàçà), îäíàêî,

â òàêîì ñëó÷àå, íàáëþäàåòñÿ èíàêòèâàöèÿ ôåð-

ìåíòà è åãî âûâåäåíèå, âñëåäñòâèå ôèçèîëîãè÷åñ-

êîé ïåðèñòàëüòèêè æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà.

Ïðèíöèïèàëüíî íîâûì ïîäõîäîì ê ïîëó÷åíèþ

ïðåïàðàòîâ β-ãàëàêòîçèäàç ñ óëó÷øåííûìè õàðàê-

òåðèñòèêàìè ÿâëÿåòñÿ âíåäðåíèå ìåòîäîâ ãåííîé

èíæåíåðèè. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòèõ ìåòîäîâ âîç-

ìîæíî ñîçäàíèå β-ãàëàêòîçèäàç, îáëàäàþùèõ ïî-

âûøåííîé òåðìîñòàáèëüíîñòüþ è ñïîñîáíîñòüþ ê

ñàìîñòîÿòåëüíîìó àôôèííîìó ñâÿçûâàíèþ ñ áèî-

ëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìûìè ñóáñòðàòàìè (äåêñò-

ðàí), ÷òî çíà÷èòåëüíî îáëåã÷àëî áû ïðîöåññ î÷è-

ñòêè ôåðìåíòà. Ñîçäàíèå ïîäîáíûõ ôåðìåíòíûõ

ïðåïàðàòîâ ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì ïðè èñïîëüçî-

âàíèè øòàììîâ áàêòåðèé, òðàíñôîðìèðîâàííûõ

ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, íåñóùåé ãåí β-ãàëàêòîçèäàçû ñ

óëó÷øåííûìè ñâîéñòâàìè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ

îïèñàí è ïîëó÷åí ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê, îáëà-

äàþùèé àêòèâíîñòüþ òåðìîñòàáèëüíîé β-ãàëàê-

òîçèäàçû [2]. À òàêæå ïîëó÷åí øòàìì E.coli, ýêñ-

ïðåññèðóþùèé äàííûé áåëîê, îäíàêî äàííûé

ôåðìåíò ìîæåò áûòü èììîáèëèçîâàí òîëüêî õè-

ìè÷åñêèìè ìåòîäàìè, ÷òî ñïîñîáíî ïðèâåñòè ê

åãî çíà÷èòåëüíîé èíàêòèâàöèè. 

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âî Âñåìèðíîì ãåíåòè÷åñ-

êîì áàíêå àííîòèðîâàíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

äåêñòðàíñâÿçûâàþùèõ äîìåíîâ, êîòîðûå â âèäå

èíäèâèäóàëüíûõ áåëêîâ ñïîñîáíû ê âûñîêîàô-

ôèííîìó ñâÿçûâàíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ñóá-

ñòðàòàìè (Êä =10-9) [3, 4]. 

Ðàñïðîñòðàí¸ííàÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü

êîíöåïöèÿ ðàçðàáîòêè ñëèòíûõ ãåííî-èíæå-

íåðíûõ êîíñòðóêöèé [5], ïîçâîëèëà íàì ïðåä-

ëîæèòü ñòðàòåãèþ ïîëó÷åíèÿ õèìåðíîãî áåëêà,

îáëàäàþùåãî îäíîâðåìåííî äâóìÿ âàæíûìè

ñâîéñòâàìè: ëàêòàçíîé àêòèâíîñòüþ è ñïîñîá-

íîñòüþ ê ñàìîñòîÿòåëüíîìó àôôèííîìó ñâÿçû-

âàíèþ ñ äåêñòðàíîì. 

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü ñîçäàíèå ðåêîì-

áèíàíòíîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, îáåñïå÷èâàþùåé

ýêñïðåññèþ áåëêà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË, ñîäåðæàùåãî

òåðìîñòàáèëüíóþ áåòà-ãàëàêòîçèäàçó èç òåðìî-

ôèëüíîãî ìèêðîîðãàíèçìà Thermoanaerobacter
ethanolicus (β-ÃÀË) è äåêñòðàíñâÿçûâàþùèé äîìåí

èç Leuconostoc mesenteroides (ÄÑÄ) â êëåòêàõ E.coli.
Êðîìå òîãî, öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü ïî-

ëó÷åíèå øòàììà-ïðîäóöåíòà E.coli, à òàêæå èçó÷å-

íèå ôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ è ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâ-

íîñòè áåëêà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË â ëèçàòàõ êëåòîê. 

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Áàêòåðèàëüíûå øòàììû è ïèòàòåëüíûå ñðåäû, ñîñòàâû áó-

ôåðîâ, ïëàçìèäíûå âåêòîðû, îëèãîíóêëåîòèäû, èñïîëüçóåìûå â
ðàáîòå. Øòàìì DH5α: E.coli [F-ϕ80dlacZ�M15� (lacZYA-

argF-) U169 deoR, recA1 endA1 hsdR17 (rk
- nals mk

+ phoA

supE44λ- thi-1) gyrA96 relA1]. Èñòî÷íèê øòàììà: Zymo

Research Corporation (ÑØÀ). ×àøêà: ñðåäà LB+íàëèäèêñîâàÿ

êèñëîòà (50 ìã/ìë)

Æèäêàÿ êóëüòóðà: LB + íàëèäèêñîâàÿ êèñëîòà (50 ìã/ìë). 

Øòàìì Ì15: E.coli K12 [nals strs rifs lac- ara- gal- mtl- F'-

recA+, uvr+ lon+, pREP4 — kanamycin resistance 25 ìã/ìë].

Èñòî÷íèê øòàììà: Qiagen (ÑØÀ). ×àøêà: LB + êàíàìèöèí

(25 ìã/ìë). Æèäêàÿ êóëüòóðà: ñðåäà LB + êàíàìèöèí (25

ìã/ìë), pREP4 — ýêñïðåññèÿ lac-ðåïðåññîðà. 

Ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà LB (Luria Broth): 10 ã/ë ïåïòîí; 5 ã/ë

äðîææåâîé ýêñòðàêò; 10 ã/ë NaCl; pH 7,2, ñðåäà LB ñ àìïèöèë-

ëèíîì: LB-Medium + 100 ìã/ìë àìïèöèëëèíà. Ñðåäà LB äëÿ
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ñåëåêöèè: LB-Medium + 100 ìã/ìë àìïèöèëëèí + 40 ìã/ìë

X-Gal + 0,2 ìM IPTG + 2,5 % àãàð.

Êîììåð÷åñêèå ïëàçìèäíûå âåêòîðû: ïëàçìèäà pQE-6

QIAGEN (ÑØÀ).

Èñïîëüçóåìûå áóôåðíûå ñèñòåìû: 50 � TAE (2,0 M òðèñ-

HCl; 50 ìM EDTA; 1,0 M óêñóñíàÿ êèñëîòà (ëåäÿíàÿ), pH 8,8);

5 � DNA-áóôåð (250 ìM òðèñ-HCl; 0,2 % Bromphenolblau; 40

% ãëèöåðîë, pH 7,5); TBS (òðèñ áóôåð Saline)); 5 � SDS-

PAGE-áóôåð (250 ìM òðèñ-HCl; 10 ìM EDTA; 5 % (w/v) SDS;

0,005 % β-ìåðêàïòîýòàíîë; pH 6,8); áóôåð (10 ìM òðèñ-HCl,

pH7,4—9,0; KCl 50 ìM; EDTA 1 ìM; 0,5% (v/v) òâèí 20; 0,2%

(v/v) Òðèòîí X100). 

Îëèãîíóêëåîòèäû áûëè ñèíòåçèðîâàíû òâ¸ðäîôàçíûì

àìèäîôîñôèòíûì ìåòîäîì ñ ïîìîùüþ ñèíòåçàòîðà ÀÑÌ-

100-2 (Íîâîñèáèðñê) è î÷èùåíû ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â

12% ÏÀÀÃ (ÇÀÎ «ÑÈÍÒÎË»; ÇÀÎ «Åâðîãåí»).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ
Ïîëó÷åíèå è êëîíèðîâàíèå ãåíà ÄÑÄ èç Leuco-

nostoc mesenteroides. Êîïèÿ ãåíà äåêñòðàíñâÿçûâàþ-

ùåãî äîìåíà (ÄÑÄ) áûëà ïîëó÷åíà áëàãîäàðÿ ÏÖÐ,

ñ ïîìîùüþ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ (ñàéòû

ðåñòðèêòàç ïîä÷¸ðêíóòû), ôëàíêèðóþùèõ ãåííóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÑÄ, ïðè ýòîì â êà÷åñòâå ÄÍÊ

ìàòðèöû èñïîëüçîâàëàñü õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ

Leuconostoc mesenteroides.

Ïðàéìåðû:

GBD11F CCACCGCCATGGATGGGATCCAATCAGTATTAT

NcoI BamHI

CAATTAGCAGATGGTAAA

RevGBD AGACTAAGATCTGGCTGACACAGCATTTCCATT

BglII

ATTATCAAA

ÏÖÐ ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå Òåðöèê (ÄÍÊ

— òåõíîëîãèÿ, Ðîññèÿ). Ðåàêöèþ ïðîâîäÿò â

25 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè, êîòîðàÿ ñîäåðæà-

ëà 2,5 ìêë Taq pol PCR buffer 10� (ÑèáÝíçèì),

äÍÒÔ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 400 ìêÌ,

4�10-7 M êàæäîãî ïðàéìåðà, 1 ìêë Taq ïîëè-

ìåðàçû (ÑèáÝíçèì) 5 åä. àêòèâíîñòè íà ðåàê-

öèîííûé îáú¸ì, â êà÷åñòâå ÄÍÊ ìàòðèöû èñ-

ïîëüçîâàëàñü õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ Leuconostoc
mesenteroides. Íà ðåàêöèîííóþ ñìåñü íàñëàè-

âàëè 40 ìêë âàçåëèíîâîãî ìàñëà.

Ïàðàìåòðû àìïëèôèêàöèè çàêëþ÷àëèñü â

òðèäöàòèöèêëè÷åñêîì ÷åðåäîâàíèè ðàóíäîâ äå-

íàòóðàöèè, îòæèãà ïðàéìåðîâ è ýëîíãàöèè äî-

÷åðíèõ öåïåé [5]: 

95°Ñ — 5 ìèí; (94°Ñ — 5 ñ, 60°Ñ — 30 ñ, 72°Ñ —

40 c) � 30; 72°Ñ — 5 ìèí; 10°Ñ — õðàíåíèå. Ðåæèì

ïðîãðàììèðîâàíèÿ àìïëèôèêàöèè — òî÷íûé.

Ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè ðàçìåðîì 416 ï. í.

îáðàáàòûâàëè õëîðîôîðìîì, ïåðåîñàæäàëè

ýòàíîëîì è ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå òðèñ-

HCl 0,05 ìÌ, pH 7,5. Äëÿ äàëüíåéøåãî êëîíè-

ðîâàíèÿ ÏÖÐ-ïðîäóêò âñòðàèâàëñÿ â êîììåð-

÷åñêèé âåêòîð pQE6 (Quageen, ÑØÀ), ìåòîäîì

ëèãèðîâàíèÿ ïîëó÷åííûõ ðåñòðèêöèîííûõ

ôðàãìåíòîâ ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè NcoI,

BglII/BamHI. Ëèãèðîâàíèå ïðîâîäèëîñü ïî-

ñðåäñòâîì ÄÍÊ-ëèãàçû ôàãà Ò4 ïðè 4°Ñ â ñî-

îòâåòñòâóþùåì áóôåðå, â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ.

Ëèãàçíîé ñìåñüþ òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè

E.coli Ì15, êîòîðûå çàòåì îòáèðàëè íà àãàðè-

çîâàííîé ñðåäå LB ñ àíòèáèîòèêàìè (àìïè-

öèëëèí, êàíàìèöèí). Çàòåì ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ

(pQEDBD) âûäåëÿëàñü ìåòîäîì ùåëî÷íîãî

ëèçèñà [6], ïðîâåðÿëàñü ìåòîäîì ðåñòðèêöèîí-

íîãî àíàëèçà è ñåêâåíèðîâàíèÿ íà àâòîìàòè-

÷åñêîì ñåêâåíàòîðå. 

Ïîëó÷åíèå ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû
pQEDBDsp ñ ãåíîì ÄÑÄ èç Leuconostoc mesen-
teroides ñî ñïåéñåðîì íà Ñ-êîíöå. Ñîçäàíèå ãåíà

ÄÑÄ-(Gly-Ser)5, êîäèðóþùåãî áåëîê ÄÑÄ è ãëè-

öèí-ñåðèíîâûé ñïåéñåð (Gly-Ser)5, íåîáõîäè-

ìûé â äàëüíåéøåì äëÿ ïðîñòðàíñòâåííîãî ðàç-

äåëåíèÿ ðàçëè÷íûõ ôóíêöèîíàëüíûõ äîìåíîâ,

îñóùåñòâëÿëîñü â äâà ýòàïà ìåòîäîì «ïðàéìåðî-

ïîñðåäîâàííîé ïðîãóëêè», ïðè ýòîì ïðîèñõîäè-

ëî ïîñòåïåííîå íàðàùèâàíèå Ñ-êîíöåâîé ñïåé-

ñåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ ÷åãî áûëè

ñïëàíèðîâàíû ñëåäóþùèå ïðàéìåðû.

GBD11F CCACCGCCATGGATGGGATCCAATCAGTATTATCA

NcoI BamHI

ATTAGCAGATGGTAAA

RevDBD-1: 5'-GGAGCCAGAACCCGGGGATCTTGCTGACAC-3'

RevDBD-2: 5'-AACTAAGCTTAGATCTGGCGCCAGAACCGGAAC

HindIII    BglII

CAGAGCCGGAGCCAGAACC-3'

Íà ïåðâîì ýòàïå «ïðàéìåð-îïîñðåäîâàííîé

ïðîãóëêè» èñïîëüçîâàëèñü ïðàéìåðû GBD11F

è RevDBD-1, íà âòîðîì — GBD11F è RevDBD-2,

ïðè ýòîì, ïîñëåäíèé èç ïðàéìåðîâ ñïëàíèðî-

âàí âíàõë¸ñò ñ RevDBD-1. Êàê âèäíî äëÿ äàëü-

íåéøåãî êëîíèðîâàíèÿ ÏÖÐ ôðàãìåíòà ÄÑÄ-

(Gly-Ser)5 â áàêòåðèàëüíûé âåêòîð pQE6

(Quageen, USA) â ïðàéìåðàõ áûëè ñïëàíèðîâà-

íû ñàéòû ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè NcoI,

BamHI, BglII è HindIII (îòìå÷åíû íà ïðàéìå-

ðàõ ïîä÷¸ðêèâàíèåì). Â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ

ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäíóþ

ÄÍÊ, ïîëó÷åííóþ íà ïðåäûäóùåì ýòàïå

pQEDBD. Àìïëèôèêàöèÿ ïðîâîäèëàñü â àâòî-

ìàòè÷åñêîì ðåæèìå íà ïðèáîðå Òåðöèê (Ðîñ-

ñèÿ) ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ:

95°Ñ — 5 ìèí; (94°Ñ — 10 ñ, 60°Ñ — 30 ñ, 72°Ñ —

40 c) � 30; 72°Ñ — 5 ìèí; 10°Ñ — õðàíåíèå. Ðåæèì

ïðîãðàììèðîâàíèÿ àìïëèôèêàöèè — òî÷íûé.

Äàëåå, ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè NcoI è

HindIII ñêîððåêòèðîâàííûé ãåí ÄÑÄ, îáëàäà-

þùèé Ñ-êîíöåâûì ñïåéñåðîì áûë èíòåãðèðî-

âàí â áàêòåðèàëüíûé âåêòîð pQE6 (Quageen,

ÑØÀ), ïðè ýòîì áûëà ïîëó÷åíà ýêñïðåññèîí-

íàÿ ïëàçìèäà pQEDBDsp.
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Ïîëó÷åíèå ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû pGD-
10 ñ ãåíîì õèìåðíîãî áåëêà ÄÑÄ-ñï-ββ-ÃÀË.
Ïëàçìèäíàÿ êîíñòðóêöèÿ pGD-10 ñ ãåíîì õè-

ìåðíîãî áåëêà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË (ðèñ. 1) áûëà

ñîáðàíà ïîñðåäñòâîì ëèãèðîâàíèÿ ðàíåå ïî-

ëó÷åííûõ ýêñïðåññèîííûõ ïëàçìèä

pQEDBDsp (c ãåíîì ÄÑÄ èç Leuconostoc mesen-
teroides ñî ñïåéñåðîì íà Ñ-êîíöå) è

pQELacZTm (pR624) (c ãåíîì òåðìîñòàáèëü-

íîé áåòà-ãàëàêòîçèäàçû èç òåðìîôèëüíîãî

ìèêðîîðãàíèçìà Thermoanaerobacter ethanoli-
cus, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ê. õ. í. Ñåðãèåíêî

Î. Â.) ïî ðåñòðèêöèîííûì ñàéòàì BglII/BglI è

BamHI/BglI ñîîòâåòñòâåííî.

Òðàíñôîðìàöèþ è ìîëåêóëÿðíîå ñóáêëîíè-

ðîâàíèå â E.coli DH5a ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðò-

íûì ìåòîäèêàì [6]. Âûäåëåíèå ïëàçìèäíîé

ÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè ïîñðåäñòâîì ìåòîäà ùåëî÷-

íîãî ëèçèñà. Äîêàçàòåëüñòâî ââåäåíèÿ ðåêîì-

áèíàíòíûõ ÄÍÊ â áàêòåðèè îñóùåñòâëÿëîñü íà

îñíîâå àíàëèçà âûäåëåííûõ ïëàçìèä ñ ïîìî-

ùüþ ðåñòðèêöèîííîãî ñêðèíèíãà, ïðè ýòîì íà-

áëþäàëñÿ ñäâèã ïîëîñ íà îæèäàåìóþ âåëè÷èíó

îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (òðåê 4) (ðèñ. 2). Èäåí-

òè÷íîñòü êëîíèðîâàííîãî â ñîñòàâå âåêòîðà

pGD-10 ãåíà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË (ðàçìåð ãåíà 2683

ï. í.) áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ ïîëèìå-

ðàçíî-öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ), ïîñðåäñòâîì

ïðÿìîãî (GBD11F) è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ

(Revgal), ôëàíêèðóþùèõ öåëåâóþ ãåííóþ ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòü:

GBD11F 5'-CCACCGCCATGGATGGGATCCAATCAGTATT

ATCAATTAGCAGATGGTAAA-3' 

Revgal: 5'- GAGAAGACGAAAGGGCCTATAACGCCTATTTT

TATAGGTTAAAATG-3'

Ïàðàìåòðû àìïëèôèêàöèè: 

95°Ñ — 5 ìèí; (94°Ñ — 20 ñ, 60°Ñ — 30 ñ, 72°Ñ

— 2,5 ìèí) � 30; 72°Ñ — 5 ìèí; 10°Ñ — õðàíåíèå.

Ðåæèì ïðîãðàììèðîâàíèÿ àìïëèôèêàöèè — òî÷-

íûé. Ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè äåòåêòèðîâàëèñü

â 1% àãàðîçíîì ãåëå (ðèñ. 3).

Â èòîãå áûëà ïðîêëîíèðîâàíà, à òàêæå ìåòî-

äàìè ÏÖÐ è àíàëèçà äëèíû ðåñòðèêöèîííûõ

ôðàãìåíòîâ ñåêâåíèðîâàíà íóêëåîòèäíàÿ ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòü ãåíà áåëêà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË.

Ïîëó÷åíèå áàêòåðèàëüíîãî øòàììà — ïðîäó-
öåíòà, îáåñïå÷èâàþùåãî ýêñïðåññèþ áåëêîâîé
êîíñòðóêöèè ÄÑÄ-ñï-ββ-ÃÀË â öèòîïëàçìå êëåòîê
E.coli. Äàííûé ýòàï ðàáîòû çàêëþ÷àëñÿ â òðàíñ-

ôîðìàöèè êëåòîê E.coli DH5a ïîëó÷åííîé ïëàç-

ìèäíîé ÄÍÊ pGD-10. Âûáðàííûé ïî ðåçóëüòà-
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Рис. 1. Общая схема организации  химерных генно�
инженерных конструкций.
Р — промотор; SD — сайт Шайна)Дальгарно; КСД,  β)Гал —
последовательности ДНК, кодирующие карбогидратсвя)
зывающий домен и β)галактозидазу  соответственно;  Т —
терминирующий кодон.

Рис. 2. Электрофорез длины рестрикционных фраг�
ментов в 1% агарозном геле. 
1) Маркер мол. массы (фаг лямбда EcoRI/HindIII); 
2) pGD)10 (EcoRI/BglII, рестрикц. фрагменты 2706/2405 п. н.);
3) pGD)10, не рестрицированная; 
4) pQELacZTm, (EcoRI/BglII, рестрикц. фрагменты 2405/
2286 п. н.);
5) pQELacZTm, не рестрицированная; 
6) Маркер мол. массы (фаг лямбда EcoRI/HindIII).

Рис. 3. Электрофорез ПЦР продуктов в 1% агарозном
геле. 
1) ПЦР продукт гена белка ДСД)сп)β)ГАЛ, проба № 1
(2683 п. н.);
2) Отрицательный контроль (pQE6, Taq полимераза);
3) ПЦР продукт гена белка ДСД)сп)β)ГАЛ, проба № 2
(2683 п. н.);
4) Отрицательный контроль (pQE6, Taq полимераза);
5) ПЦР продукт гена белка ДСД)сп)β)ГАЛ, проба № 3
(2683 п. н.);
6) Отрицательный контроль (pQE6, Taq полимераза);
7) Маркер мол. массы (фаг лямбда EcoRI/HindIII).
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òàì ñåêâåíèðîâàíèÿ ïðîäóöåíò E.coli DH5a

[pGD-10] âûðàùèâàëè íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå

LB, ñîäåðæàùåé àíòèáèîòèêè àìïèöèëëèí è

íàëèäèêñîâóþ êèñëîòó äëÿ ñåëåêöèè; ñèíòåç

áåëêà èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì èçîïðîïèë-

β-D-òèîãàëàêòîïèðàíîçèäà (ÈÏÒÃ) â êîíå÷-

íîé êîíöåíòðàöèè 0,3 ìÌ, ïðè äîñòèæåíèè

îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ÎD=0,9. Âðåìÿ èíäóê-

öèè ñîñòàâëÿëî 4,0 ÷. Êëåòî÷íûå îñàäêè ïîä-

âåðãàëè óëüòðàçâóêîâîé äåçèíòåãðàöèè, òåðìî-

ëèçó (75°Ñ), ïîñëå ÷åãî êëåòî÷íûé äåáðèñ

îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ñîáèðàëè ñó-

ïåðíàòàíò (ðàñòâîðèìàÿ ôðàêöèÿ áåëêà). Óðî-

âåíü ýêñïðåññèè öåëåâîãî áåëêà ñ ìîëåêóëÿð-

íîé ìàññîé 102,3 êÄà ñîñòàâëÿë ïîðÿäêà 15% îò

îáùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà, ÷òî ïðîäåìîíñòðè-

ðîâàíî íà ýëåêòðîôîðåçå â 10% ïîëèàêðèëà-

ìèäíîì ãåëå îòíîñèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèõ

êîíòðîëåé (ðèñ. 4), â ïðèñóòñòâèè äîäåöèë-

ñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS). Ïðè ýòîì, ïàðàëëåëü-

íî, ïîñðåäñòâîì òåðìîëèçà áûëà äîêàçàíà ðàñ-

òâîðèìîñòü ïîëó÷åííîãî áåëêà (ïðèñóòñòâèå â

ñóïåðíàòàíòå) è åãî òåðìîñòàáèëüíîñòü, ÷òî

ïðèíöèïèàëüíî âàæíî â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà íå-

îáõîäèìî èçáàâèòüñÿ îò ôîíîâîé àêòèâíîñòè

ìåçîôèëüíîé áåòà-ãàëàêòîçèäàçû.

Èçó÷åíèå áåòà-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè
öåëåâîãî áåëêà â êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ. Äëÿ èçó÷å-

íèÿ áåòà-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè õèìåð-

íîé áåëêîâîé êîíñòðóêöèè ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË â ëè-

çàòàõ DH5a (lacZ-), êëåòêè ñ ýêñïðåññèîííîé

ïëàçìèäîé pGD-10 âûðàùèâàëè â 4 ìë ñðåäû LB

äî äîñòèæåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 0,4—0,9

ïðè λ=600 íì, çàòåì ïðîáó èíäóöèðîâàëè äîáàâ-

ëåíèåì 4 ìêë 0,3Ì ÈÏÒÃ, ïðè ýòîì âðåìÿ èí-

äóêöèè ñîñòàâèëî 4 ÷. Çàòåì, îòáèðàëè 500 ìêë

èíäóöèðîâàííîé êóëüòóðû, îñàæäàëè 10 ìèí

ïðè 6000 îá/ìèí è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 500 ìêë

ðàáî÷åãî áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 50 ìM òðèñ-HCl;

10ìÌ ÑàCl2, 10mM MnCl2; 0,1 ìÌ β-ìåðêàïòî-

ýòàíîëà ïðè pH=7,4. Ïîñëå ýòîãî ïðîáó ëèçè-

ðîâàëè óëüòðàçâóêîì, ëèáî ÷åðåäîâàíèåì çà-

ìîðàæèâàíèÿ è îòòàèâàíèÿ ïðîá ïðè -20°Ñ,

ïîñëå ÷åãî èçáàâëÿëèñü îò êëåòî÷íîãî äåáðèñà

öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè

13000 îá/ìèí.

Äàëåå â ñóïåðíàòàíòå ëèçàòîâ êëåòîê îïðå-

äåëÿëè ñîáñòâåííî áåòà-ãàëàêòîçèäàçíàÿ àê-

òèâíîñòü áåëêà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË ïî ñïîñîáíîñòè

ãèäðîëèçîâàòü õðîìîãåííûé àíàëîã ëàêòîçû —

ÎÍÔÃ (îðòî-íèòðî-ôåíèë-β-D-ãàëàêòîïèðà-

íîçèä) ñ îáðàçîâàíèåì ãàëàêòîçû è îêðàøåí-

íîãî â æåëòûé öâåò ñîåäèíåíèÿ 2-íèòðîôåíî-

ëà. Ñ ýòîé öåëüþ ê 0,1 ìë îñâåòë¸ííîãî ëèçàòà

äîáàâëÿëè 0,7 ìë ðàáî÷åãî áóôåðà è 0,2 ìë

ÎÍÔÃ (4 ìã/ìë), ïîñëå ÷åãî ðåàêöèîííóþ

ñìåñü èíêóáèðîâàëè 10—15 ìèí ïðè îïòèìàëü-

íîé äëÿ áåëêîâ ïîäîáíîãî êëàññà òåìïåðàòóðå

65°Ñ. Îñòàíàâëèâàëàñü ðåàêöèÿ äîáàâëåíèåì

ðàñòâîðà 1Ì êàðáîíàòà íàòðèÿ.

Çà åäèíèöó àêòèâíîñòè ïðèíèìàëè êîëè÷å-

ñòâî 2-íèòðîôåíîëà, îáðàçóþùåãîñÿ çà 1 ìèí.

Êîíöåíòðàöèþ 2-íèòðîôåíîëà ðàññ÷èòûâàëè

ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè λ=420 íì. Ðàñ÷¸òû

ïðîèçâîäèëèñü ïî ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìóëå

Ìèëëåðà (1):

(1) αα = D420 / ττ  υυ D600,

ãäå: αα — àêòèâíîñòü ôåðìåíòà (åä/ìêë), D420 —

èçìåðåííîå çíà÷åíèå ïëîòíîñòè äëÿ ðåàêöèîí-

íîé ñìåñè, D600 — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü êëåòî÷-

íîé ñóñïåíçèè ïåðåä îïðåäåëåíèåì, ττ — âðåìÿ ðå-

àêöèè, ìèí, υυ — îáú¸ì êóëüòóðû, âçÿòîé äëÿ

îïðåäåëåíèÿ, ìë [7]. 

Â õîäå ðàñ÷¸òîâ áûëî îïðåäåëåíî, ÷òî ôåð-

ìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü íàøåãî áåëêà â ëèçàòàõ

êëåòîê ñîñòàâèëà ïîðÿäêà 5 åä/ìêë ïðè 65°Ñ è

ðÍ 7,4.

Âûâîäû
1. Ïðîâåäåíî ïëàíèðîâàíèå è â ñîñòàâå ýêñ-

ïðåññèîííîé ïëàçìèäû pGD10 êëîíèðîâàíèå

ãåíà õèìåðíîãî áåëêà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË.

2. Îïðåäåëåíà òåðìîñòàáèëüíîñòü è ðàñòâî-

ðèìîñòü ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ÄÑÄ-ñï-β-ÃÀË

â ëèçàòàõ êëåòîê E.coli DH5a.

3. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ôåðìåíòàòèâíàÿ

áåòà-ãàëàêòîçèäàçíàÿ àêòèâíîñòü öåëåâîãî áåëêà

â ëèçàòàõ êëåòîê E.coli DH5a.
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Рис. 4. Электрофорез в 10% ПААГ в присутствии SDS.
1) Штамм DH5a — до индукции,
2) Штамм DH5a [pGD10] — до индукции,
3) Штамм DH5a — индукция,
4) Штамм DH5a [pGD10] — индукция, 
5) Штамм DH5a до индукции; термолиз (75°С),
6) Штамм DH5a [pGD10] — до индукции; термолиз (75°С),
7) Штамм DH5a [pGD10] — индукция; термолиз (75°С),
8) Штамм DH5a — индукция; термолиз (75°С),
9) Маркер мол. массы (Taq полимераза, 94,5кДа).
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