
Экспериментальная биология и биотехнология. 2024;3:37–49
Experimental Biology and Biotechnology. 2024;3:37–49

42

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)


