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(Sigma Life Science, США) в фосфатно-солевом буфере, и выдерживали в течение 1 ч при 37 °С. Затем 
в лунки добавляли по 50 мкл первичных антител (использовали свиную поликлональную антисыворотку 
к ЦВС-2 (Accurate Chemical & Scientific Corporation, США), разбавленную до конечной концентрации 
в соответствии с инструкцией производителя) и выдерживали в течение 1 ч при 37 °С. Затем точно 
так же проводили инкубацию проб со вторичными козьими антителами к свиному иммуноглобулину G, 
конъюгированными с пероксидазой хрена (Abcam, Великобритания). Между этапами инкубации лун-
ки планшета 4 раза промывали фосфатно-солевым буфером. После инкубации образцов с антителами 
в лунки вносили по 50 мкл субстратной смеси, в качестве которой использовался 3,3′,5,5′-тетраметил-
бензидин (Thermo Fisher Scientific Inc.), и выдерживали при комнатной температуре до максимального 
проявления окраски (но не более 15 мин). Реакцию останавливали добавлением 50 мкл 1 моль/л серной 
кислоты. Результаты фиксировали путем считывания оптической плотности на планшетном спектро
флуориметре SpectraMax M2 (Molecular Devices, США) при длине волны 450 нм. 

Статистический анализ (в том числе дисперсионный анализ) проводили в программе SOFA Statistics 
(версия 1.5.3). Количественные данные, обобщающие результаты нескольких экспериментов, указаны 
в следующем виде: среднее значение плюс-минус стандартная ошибка среднего, в скобках дано коли-
чество измерений n, например (24,06 ± 1,90) % (n = 4). 

Результаты и их обсуждение
Экспрессия укороченного оптимизированного гена белка капсида ЦВС-2 в бактериальных клет-

ках. В исследовании использовали культуру клеток потенциального штамма-продуцента E. coli pET-SOP, 
содержащего сконструированную плазмиду. Клетки исходного штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 
без плазмиды выступали в качестве отрицательного контроля, положительным контролем служили клет-
ки штамма E. coli pET-TP3, синтезирующие белок TP – укороченный белок капсида ЦВС-2. 

В первой серии экспериментов бактерии культивировали при оптимальной для E. сoli температу-
ре (37 °С). Пробы клеток E. coli pET-SOP, а также выделенные из них растворимую и нерастворимую 
фракции белка подвергали электрофоретическому, а затем и иммуноферментному анализу. Результаты 
белкового ПААГ-электрофореза представлены на рис. 1.

Рис. 1. Оценка распределения целевого белка в растворимой  
и нерастворимой фракциях бактериального лизата: 

1 – отрицательный контроль (общий белок из клеток без рекомбинантных плазмид);  
2 – положительный контроль (общий белок из клеток с плазмидой pET-TP3);  

3 – общий белок из клеток с плазмидой pET-SOP;  
4 – нерастворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP;  
5 – растворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP;  

M – маркер молекулярной массы (справа указаны размеры белков (кДа)). Красной и черной  
стрелками обозначены целевой белок SOP (26,35 кДа) и белок TP (25 кДа) соответственно

Fig. 1. Estimation of target protein distribution in soluble and insoluble fractions of bacterial lysate: 
1 – negative control (total protein from cells without recombinant plasmids);  

2 – positive control (total protein from cells with pET-TP3 plasmid);  
3 – total protein from cells with pET-SOP plasmid; 4 – insoluble fraction of proteins from cells  

with pET-SOP plasmid; 5 – soluble fraction of proteins from cells with pET-SOP plasmid;  
M – molecular weight marker (on the right are shown the protein sizes (kDa)).  

Red and black arrows indicate the target SOP protein (26.35 kDa) and TP protein (25 kDa) respectively


