
47

Биотехнология и микробиология 
Biotechnology and Microbiology

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


