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Актуальность. Инфекционная бурсальная болезнь — одно из наиболее часто встречающихся и экономически 
значимых вирусных заболеваний птиц. Наиболее действенным способом предупреждения инфекционных заболева-
ний является вакцинация. Субъединичные вакцины, содержащие иммуногенный белок патогена или его фрагменты, 
но не содержащие других белков, липополисахаридов, токсинов, не вызывают побочных реакций. 

Цель — получение штаммов дрожжей Pichia pastoris, которые синтезируют и секретируют фрагменты капсидного 
белка VP2 вируса инфекционной бурсальной болезни.

Материалы и методы. Последовательности ДНК, кодирующие фрагменты N и М белка VP2, были клонированы 
под контролем промотора гена АОХ1 и интегрированы в геном штаммов Х-33 (mut+) и GS115 (his4) дрожжей P. pastoris. 

Результаты. Анализ белков, секретируемых полученными штаммами, продемонстрировал возникновение допол-
нительных белков с молекулярной массой, соответствующей целевым белкам. 

Заключение. Таким образом, полученные штаммы дрожжей P. pastoris — продуценты фрагментов N и М белка 
VP2 могут быть использованы для выделения иммуногенных белков и создания субъединичной вакцины против ин-
фекционной бурсальной болезни птиц.

Ключевые слова: инфекционная бурсальная болезнь птиц; ИББ; белок VP2 вируса ИББ; дрожжи Pichia pastoris; 
гетерологичный синтез белков.

Как цитировать: 
Румянцев А.М., Цыганков М.А., Веретенников В.В., Самбук Е.В., Падкина М.В. Гетерологичный синтез фрагментов N и M капсидного бел-
ка VP2 вируса инфекционной бурсальной болезни птиц в дрожжах Pichia pastoris // Экологическая генетика. 2022. Т.  20. №  1. С.  49–59. 
DOI: https://doi.org/10.17816/ecogen83441

Рукопись получена: 20.10.2021 Рукопись одобрена: 13.01.2022 Опубликована: 29.03.2022

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.17816/ecogen83441&domain=PDF&date_stamp=2022-05-20


50

All rights reserved 
© Eco-Vector, 2022

Экологическая генетика  
Ecological geneticsVol. 20 (1) 2022

mEtHoDoloGy in EcoloGicAl 
GEnEtics

received: 20.10.2021 Accepted: 13.01.2022 Published: 29.03.2022

DOI: https://doi.org/10.17816/ecogen83441 
Research article

heterologous synthesis of N and M fragments 
of capsid protein VP2 of avian infectious bursal 
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BACKGROUND: Infectious bursal disease is one of the most common and economically important viral diseases of birds. 
Vaccination is currently the most effective way to control IBD. Subunit vaccines contain only the immunogenic protein of the 
pathogen or its fragments, but do not contain other proteins, lipopolysaccharides, toxins, which avoids vaccination side effects.

AIM: The aim of the work was to obtain yeast Pichia pastoris strains that synthesize and secrete the fragments of major 
coat protein VP2 of the infectious bursal disease virus. 

MATERIALS AND METHODS: The DNA sequences encoding the N and M fragments of VP2 protein, were cloned under the 
control of the AOX1 gene promoter and integrated into the genome of P. pastoris strains X-33 (mut+) and GS115 (his4). 

RESULTS: The analysis of proteins secreted by the obtained strains revealed the presence of additional proteins with a mo-
lecular weights corresponding to the target proteins. 

CONCLUSIONS: Thus, the obtained strains of P. pastoris – producers of N and M fragments of VP2 protein can be used for 
antigen production to create a subunit vaccine against avian IBD.

Keywords: avian infectious bursal disease (IBD); virus IBD VP2 protein; yeast Pichia pastoris; heterologous protein synthesis.
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аКТУаЛЬНОСТЬ
Инфекционная бурсальная болезнь птиц (ИББ), 

или болезнь Гамборо, — одно из наиболее часто встреча-
ющихся и экономически значимых вирусных заболеваний 
птиц [1]. Возбудителем ИББ является РНК-содержащий 
вирус семейства Birnaviridae [2]. Вирус попадает в орга-
низм птицы через слизистые оболочки пищеварительного 
и респираторного трактов. Основной мишенью становится 
иммунная система, в первую очередь поражается сумка 
Фабрициуса, содержащая лимфоидные фолликулы, в ко-
торых происходит рост и созревание предшественников 
В-лимфоцитов. Вследствие этого у зараженных птиц про-
исходит угнетение иммунитета (иммуносупрессия) и воз-
растает вероятность заболеваний, вызванных условно 
патогенной микрофлорой их организма. Особую опас-
ность возбудители ИББ представляют для цыплят, отно-
сительную защиту которых могут обеспечить материнские 
антитела [3, 4].

Наиболее мощный и действенный способ пред-
упреждения инфекционных заболеваний — вакцинация. 
Использование вакцин направлено на обеспечение за-
щиты от клинической формы заболевания, снижение 
восприимчивости к инфекции и уменьшение возможных 
последствий заболевания. Вакцинация сельскохозяй-
ственных животных имеет огромное значение не только 
для сохранения их поголовья, но и для здоровья чело-
века. Чрезмерное использование антибиотиков способ-
ствовало появлению микроорганизмов со множественной 
лекарственной устойчивостью, которые быстро рас-
пространяются с продуктами питания и уже становятся 
серьезной угрозой не только для животноводства и пти-
цеводства, но и для населения. Для эффективной профи-
лактики и контроля распространения болезней животных 
могут быть использованы различные вакцины и стратегии 
их применения. Снижение восприимчивости к инфекции 
и уменьшение возможных последствий заболевания ока-
зывают эффект на уровне всей популяции вакцинирован-
ных животных.

Ветеринарные вакцины не только должны обеспечи-
вать индукцию быстрого и продолжительного иммунного 
ответа для защиты животных-хозяев от инфекционных 
заболеваний и предотвращения распространения таких 
заболеваний за счет горизонтального переноса возбу-
дителя внутри популяции, но должны быть достаточно 
стабильными и простыми в применении, а также эконо-
мически выгодными.

Традиционно в птицеводстве используют живые атте-
нуированные вирусные и/или инактивированные вирус-
ные вакцины. Основой живых вакцин являются аттену-
ированные штаммы возбудителя, у которых отсутствует 
или подавлена вирулентность. Эти вакцины достаточно 
просты в применении, отличаются высокой эффективно-
стью, обеспечивают быстрый иммунный ответ и длитель-
ный иммунитет, по напряженности подобный иммунитету, 

возникающему после перенесенного заболевания. Суще-
ственный недостаток живых вакцин состоит в вероятно-
сти возврата аттенуированного штамма к вирулентности 
вследствие рекомбинации с природными штаммами [5].

Достижения в области иммунологии, молекулярной 
биологии, генетической инженерии, обратной генетики 
способствовали разработке новых технологий получения 
вакцин с повышенной эффективностью и безопасностью. 
Среди вакцин нового поколения все большее внимание 
привлекают субъединичные вакцины [6].

Основу субъединичной вакцины составляет иммуно-
генный белок возбудителя заболевания или фрагменты 
этого белка, способные индуцировать иммунный ответ. 
Такая вакцина не содержит дополнительных балластных 
белков, липополисахаридов, токсинов патогена, кото-
рые могут вызвать нежелательные побочные реакции 
при вакцинации. Для разработки субъединичных вак-
цин необходимо идентифицировать белки возбудителя, 
которые участвуют в патогенезе заболевания, опреде-
лить уровень синтеза нейтрализующих антител в ответ 
на тот или иной белок и оценить перспективу исполь-
зования конкретного иммуногенного белка в качестве 
вакцины.

Для получения вакцины против ИББ в качестве анти-
гена в первую очередь рассматривают капсидный белок 
VP2. Из полибелка-предшественника белок VP2 вырезает 
сериновая протеаза VP4, которая также входит в состав 
белка-предшественника. Во время сборки капсида VP4 
удаляет 71 аминокислоту с C-конца VP2, давая начало 
зрелому белку VP2. Белок VP2 функционирует в виде 
гомотримера [7–9]. При помощи рентгеноструктурного 
анализа в белке VP2 выявили три отдельных домена: 
B, S и P [10]. Домены B и S образованы консервативны-
ми N- и C-концевыми участками VP2. Домен P состоит 
из вариабельной области VP2 (аминокислотные остатки 
от 206-го до 350-го). Внешняя часть домена P представ-
лена петлями PBC и PHI, в состав которых входят антиген-
ные гидрофильные области A (аминокислотные остатки 
с 212-го по 224-й) и B (аминокислотные остатки с 314-го 
по 325-й). Делеционный анализ показал, что гидро-
фильные области A и B могут быть частью эпитопов, 
нейтрализуемых моноклональными антителами. В соста-
ве домена P выделяют еще петли PDE и PFG, которые 
расположены в районе 253 и 284 аминокислот соответ-
ственно и которые играют важную роль в патогенности 
вируса [11]. Вариабельная область домена P VP2 (ами-
нокислотные остатки от 206-го до 350-го) локализована 
в выступающей части глобулы белка.

Иммуногенные белки, необходимые для создания 
субъединичной вакцины, могут быть выделены из пато-
генного организма, для получения отдельных фрагментов 
(эпитопов) этих белков можно использовать химический 
синтез. Однако эти подходы не позволяют получить белки 
в количествах, необходимых для их использования в ка-
честве вакцинных препаратов.
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Эта проблема может быть решена при помощи гетеро-
логичного синтеза. Для продукции гетерологичных белков 
можно использовать различные организмы, как прока-
риотические (бактерии), так и эукариотические (дрожжи, 
растения, клетки насекомых и млекопитающих).

Достоинствами дрожжевых систем экспрессии явля-
ются относительная простота работы, сравнимая с бак-
териальными системами экспрессии, и возможность 
осуществления посттрансляционной модификации бел-
ков, характерной для эукариотических организмов [12]. 
Использование стандартных питательных сред и возмож-
ность выращивания штаммов-продуцентов в строго за-
данных условиях позволяют выполнять требования GLP 
(Good Laboratory Practice) и GMP (Good Manufacturing Prac-
tice) при производстве гетерологичных белков. Длитель-
ный опыт использования дрожжей, свидетельствующий 
об их непатогенности, позволил присвоить им статус GRAS 
(Generally Recognized as safe — общепризнанно безопас-
ный) [13]. В настоящее время для продукции чужерод-
ных белков используют дрожжи Saccharomyces cerevisiae, 
Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, Hansenula 
polymorpha и Pichia pastoris [14]. Дрожжи P. pastoris ока-
зались наиболее эффективными продуцентами белков 
вирусов, бактерий, грибов, простейших, растений, беспоз-
воночных и позвоночных животных и человека. Достоин-
ствами этих дрожжей является наличие сильного строго 
регулируемого промотора гена АОХ1, а также отсутствие 
иммуногенных альфа-1,3-маннозных связей в составе 
гликопротеинов [15].

В настоящее время в России субъединичная вакцина 
против ИББ отсутствует. Технологии получения рекомби-
нантных антигенов и адъювантов могут быть использова-
ны при производстве вакцин нового поколения.

Цель настоящей работы — получение штаммов 
дрожжей P. pastoris, синтезирующих фрагменты белка VP2.

МаТЕРИаЛЫ И МЕТОдЫ
Плазмиды. В работе использовали плазмиды pAL2-T 

(Евроген), pPICZαВ (Invitrogen).
Штаммы. На этапе конструирования плазмид и их 

амплификации использовали штамм DH5a Escherichia coli 
(f'/enda1hsdr17(rk–mk+)supE44thi-1reca1gyra(nalr) 
rela1D(lacZYa-argf)U169deor[f80dlacD(lacZ)m15]). 

Для получения дрожжевых штаммов-продуцентов ис-
пользовали штаммы P. pastoris Х-33 (wt) и GS115 (his4) 
(Invitrogen).

Клонирование фрагментов гена, кодирующего 
белок VP2 вируса ИББ. Амплификацию фрагментов 
гена VP2 проводили на основе полученной ранее нуклео-
тидной последовательности гена [16] с использованием 
праймеров, представленных в таблице.

Для проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
использовали полимеразу Encyclo и набор реактивов 
«Encyclo Plus PCR kit» (Евроген, Россия). Режим реакции 
ПЦР: 1 цикл — 95 °C, 3 мин; 30 циклов — 95 °C, 30 с; 
53 °C, 30 с; 72 °C, 90 с.

Продукты ПЦР выделяли из агарозного геля с помо-
щью набора «Evrogen Cleanup standard kit» (Евроген, Рос-
сия) и лигировали с вектором pAL2-T с помощью набора 
«Quick-TA kit» (Евроген, Россия) по методике, предложен-
ной изготовителем.

Выделение ДНК. Плазмидную ДНК выделяли с по-
мощью набора реактивов «Plasmid Miniprep» (Евроген, 
Россия) по методике, рекомендованной производителем. 
Выделение хромосомной ДНК из клеток дрожжей прово-
дили по методике [17].

Трансформация. Трансформацию дрожжей прово-
дили методом электропорации по описанной ранее ме-
тодике [18], трансформацию бактерий — по стандартной 
методике [19]. Для отбора бактериальных трансформан-
тов, устойчивых к ампициллину, в среду LB (1 % пепто-
на, 0,5 % дрожжевого экстракта, 1 % хлористого натрия, 
2 % агара) добавляли антибиотик в концентрации 50 мг/л. 
Для отбора бактериальных трансформантов, устойчивых 
к зеоцину, в среду добавляли антибиотик в концентрации 
25 мг/л. Штаммы E. coli выращивали при 37 °C. Для от-
бора дрожжевых трансформантов, устойчивых к антибио-
тику зеоцину, использовали среду YPD, содержащую в 1 л: 
дрожжевой экстракт — 10 г, пептон — 20 г, глюкозу — 
10 г, антибиотик — 150 мг. При работе на чашках Петри 
во все среды добавляли 20 г агара на 1 л среды.

Условия культивирования штаммов дрожжей — 
продуцентов фрагмента белка VP2. Штаммы-продуцен-
ты выращивали в среде BMGY (1 % глицерина, 1 г KH2PO4, 
0,5 г MgSO4 · 7 H2O, 0,4 г CaCl2, 10 г дрожжевого экстракта, 
2 г сульфата аммония, 0,4 мг биотина, 50 мМ калий-
фосфатный буфер рН 6,0 на 1 л) при 30 °C на качалке 

Таблица. Последовательности праймеров 

Название Последовательность Амплифицируемый фрагмент 
(рис. 1, а)

N-VP2-XhoI-F ATTACACTCGAGAAAAGACTTCTGATGCCAACAACCG Фрагмент N
(нуклеотиды 52–417)

N-VP2-XbaI-R ATTACATCTAGAACATCTGTCAGTTCACTCAGG

M-VP2-XhoI-F ATTACACTCGAGAAAAGAACTGCAGCCGACGATTA Фрагмент М
(нуклеотиды 625–1053)

M-VP2-XbaI-R ATTACATCTAGAAGTGTGACGGGACG

Примечание. Прямые праймеры содержат сайт рестрикции XhoI, обратные праймеры — сайт рестрикции XbaI.
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с перемешиванием (200–220 об./мин) в течение 48 ч. 
Затем стерильно собирали клетки центрифугированием 
при 6–7 тыс. об./мин в течение 15 мин при 4 °C и ресу-
спендировали их в среде BMМ, которая, в отличие от сре-
ды BMGY, в качестве источника углерода содержит 0,5 % 
метанола. При смене источника углерода происходила 
активация промотора гена АОХ1 и индукция синтеза це-
левого белка. Культивирование на стадии индукции про-
водили при 20 °C в течение 72 ч.

Анализ продукции гетерологичных белков. После 
окончания культивирования клетки дрожжей собира-
ли центрифугированием при 6–7 тыс. об./мин в течение 
15 мин, при 4 °C. Надосадочную жидкость использовали 
в качестве образца белков, секретируемых штаммом-про-
дуцентом.

Далее проводили электрофоретическое разделение 
белков культуральной жидкости в градиентном полиак-
риламидном геле 8–16 % Novex (Thermo Fisher Scientific, 
США) в присутствии додецилсульфата натрия. В качестве 
контроля использовали культуральную жидкость вы-
ращенных в тех же условиях исходных штаммов X-33 
и GS115 дрожжей P. pastoris. Далее белки из геля пере-
носили на нитроцеллюлозную мембрану и обрабатывали 
антителами [20]. Использовали первичные антитела мыши 
к c-myc-эпитопу (Helicon, Россия) и вторичные антите-
ла кролика к антителам мыши, меченые пероксидазой 
(Sigma-Aldrich, Германия). Детекцию активности перок-
сидазы проводили в растворе 3,3'-диаминобензидина 
(0,5 мг/мл в 20 мл буфера 0,1 MTris-HCl, pH 7,5) с добав-
лением перекиси водорода (67 мкл 3 % раствора, конеч-
ная концентрация 0,002 %).

очистка белка с his-tag при помощи аффинной 
хроматографии на колонке с Ni-NTA-агарозой. 
Надосадочную жидкость после культивирования штаммов 
дрожжей наносили на колонку с Ni-NTA-агарозой (Quiagen, 
США), уравновешенную буфером А (20 мМ Tris-HCl, 
рН 8,0; 400 мМ NaCl; 20 мМ имидазола), промывали бу-
фером А до снижения оптической плотности элюата 
при длине волны 280 нм до значения 0,01. Белок элюи-
ровали буфером B (20 мМ Tris-HCl, рН 8,0; 400 мМ NaCl; 
250 мМ имидазола) при скорости 0,5 мл/мин.

РЕЗУЛЬТаТЫ
Получение штаммов-продуцентов, 
синтезирующих фрагменты белка VP2

Нуклеотидные последовательности (52–417 и 625–
1053 п.о.), кодирующие фрагменты N (18–139 ак.) 
и M (208–351 ак.) белка VP2 вируса ИББ (рис. 1, а), 
амплифицировали при помощи ПЦР и клонировали в про-
межуточном векторе pAL2-Т (Евроген, Россия). Далее эти 
последовательности встраивали в плазмиду pPICZαВ, ис-
пользуя сайты рестрикции XhoI и XbaI. Структура полу-
ченных плазмид pPICZαВ/(625-1053) и pPICZαВ/(52-417) 
представлена на рис. 1, b. Плазмиды pPICZαВ/(625-1053) 
и pPICZαВ/(52-417) были проверены с помощью мето-
дов рестрикционного анализа, ПЦР (рис. 2, а) и секвени-
рования.

Плазмиды pPICZαВ/(625-1053) и pPICZαВ/(52-417) 
обрабатывали рестриктазой SacI. Это повышает эффек-
тивность их встраивания в геном дрожжей P. pastoris. 
При этом интеграция происходит непосредственно 

Рис. 1. Схемы полученных плазмид. а — Расположение нуклеотидных и аминокислотных последовательностей, соответствующих 
фрагментам M (208–351 ак.) и N (18–139 ак.) белка VP2 вируса ИББ; b — схема плазмид pPICZαВ/(625-1053) и pPICZαВ/(52-417). 
Обозначены бактериальный ориджин репликации (pUC origin), ген устойчивости к антибиотику зеоцину [кодирующая последова-
тельность — Zeo(R), бактериальный промотор — EM7, дрожжевой промотор — TEF1, терминатор транскрипции — CYC1], экс-
прессионная кассета [промотор гена алкогольоксидазы 1 (AOX1 promoter)], последовательность сигнального пептида (alpha-factor), 
последовательности, кодирующие фрагменты белка VP2 вируса ИББ (M-VP2 и N-VP2), последовательности, кодирующие c-myc-
эпитоп и гистидиновую метку (6хHis), терминатор транскрипции гена алкогольоксидазы 1 (AOX1 transcription terminator)

a

b
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в участок промотора гена алкогольоксидазы 1 (АОХ1). 
Линеаризованными плазмидами трансформировали 
штаммы Х-33 и GS115 дрожжей P. pastoris. Селекцию 
трансформантов, несущих указанные плазмиды, прово-
дили на среде YPD с антибиотиком зеоцином. Наличие 
вставки экспрессионных кассет с фрагментами гена VР2 
в геноме P. pastoris проверяли с помощью метода ПЦР 
(рис. 2, b) и последующего секвенирования амплифици-
рованных фрагментов.

В результате проведенной работы были получены 
штаммы дрожжей P. pastoris N-X-33 (Paox1-NVP2 ZeoR), 
M-X-33 (Paox1-MVP2 ZeoR), N-GS115 (Paox1-NVP2 ZeoR 
his4), M-GS115 (Paox1-MVP2 ZeoR his4), которые содер-
жат в геноме экспрессионные кассеты, обеспечиваю-
щие синтез фрагментов N (18–139 ак.) и M (208–351 ак.) 
белка VP2.

анализ спектра белков культуральной 
жидкости штаммов-продуцентов фрагментов 
белка VP2

Для анализа спектра белков, секретируемых получен-
ными штаммами-продуцентами N-X-33, M-X-33, N-GS115, 

M-GS115, проводили разделение культуральной жидкости 
методом электрофореза в полиакриламидном геле в при-
сутствии додецилсульфата натрия. В качестве контроля 
использовали среду от исходных штаммов, выращенных 
в тех же условиях. Для идентификации целевых белков 
использовали вестерн-блот-гибридизацию с антителами 
к эпитопу c-myc. Было показано, что штаммы M-X-33 
и M-GS115 эффективно синтезируют и выделяют в сре-
ду фрагмент М белка VP2 вируса ИББ. На рис. 3 пред-
ставлены результаты электрофоретического разделения 
и вестерн-блот-гибридизации белков культуральной жид-
кости штамма M-X-33.

При анализе белков культуральной жидкости 
штаммов N-X-33 и N-GS115 методом электрофореза 
в полиакриламидном геле наблюдали синтез реком-
бинантного белка нужного размера. Однако при по-
следующей вестерн-блот-гибридизации с антителами 
к эпитопу c-myc не было выявлено положительной 
реакции. Поэтому, чтобы подтвердить синтез фрагмен-
та N и оценить возможность очистки синтезированных 
белков, их выделяли из культуральной жидкости, ис-
пользуя присоединенную к ним гистидиновую метку. 

1 4 72 5

383

500

500
446

250 250

383 446

33 6 8

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов ПЦР. a — Результаты ПЦР: 1 — с праймерами к последовательности фрагмента N и плазми-
дой pPICZαВ/(52-417) в качестве матрицы, 3 — с праймерами к последовательности фрагмента М и плазмидой pPICZαВ/(625-1053); 
b — результаты ПЦР: с праймерами к последовательности фрагмента N и геномной ДНК штамма N-X-33 (4), штамма N-GS115 (5); 
с праймерами к последовательности фрагмента М и геномной ДНК штамма M-X-33 (6); штамма M-GS115 (7). Дорожки 2 и 8 — 
маркер DNA Ladder 100+ bp (Евроген, Россия)

Рис. 3. Электрофореграмма белков культуральной среды штамма M-X-33 (а) и результаты вестерн-блот-гибридизации с анти-
телами к эпитопу c-myc (b). 1 — Культуральная жидкость исходного штамма X-33; 2 и 4 — маркеры PageRuler Prestained Protein 
Ladder (Thermofisher Scientific, США); 3 — культуральная жидкость штамма M-X-33, синтезирующего секреторный фрагмент M VP2 
(208–351 ак.) с эпитопом c-myc и гистидиновой меткой. Стрелкой указана полоса, соответствующая секреторному фрагменту М 
белка VP2

a b

a b
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На рис. 4 представлены результаты электрофоретическо-
го разделения и вестерн-блот-гибридизации очищенных 
фрагментов N и М белка VP2 вируса ИББ.

Возможность очистки из культуральной жидкости 
фрагмента N белка VP2 за счет наличия у него гисти-
диновой метки подтверждает, что он синтезируется по-
лученными штаммами дрожжей P. pastoris. Отсутствие 
положительной реакции при гибридизации с антитела-
ми к эпитопу c-myc может быть связано с контекстом, 
в котором оказался эпитоп при добавлении его к С-концу 
синтезируемого фрагмента белка VP2. Была также про-
демонстрирована возможность очистки из культуральной 
жидкости фрагмента М белка VP2 за счет наличия у него 
гистидиновой метки. Таким образом, полученные штаммы 
дрожжей P. pastoris N-X-33, M-X-33, N-GS115, M-GS115 
успешно синтезируют соответствующие фрагменты бел-
ка VP2 вируса ИББ.

Следует отметить, что в случае фрагмента М наблю-
дается дополнительная полоса с молекулярной массой, 
примерно соответствующей димеру фрагмента. Это по-
зволяет предположить, что данный участок можно рас-
сматривать как причину образования высомолекулярных 
агрегатов, наблюдаемого в ряде работ при продукции 
полноразмерного белка VP2. В связи с этим проводили 
кипячение проб, содержащих фрагмент М белка VP2, 
в течение 10 мин, после чего анализировали агрегацию 
белка с помощью методов электрофореза и вестерн-
блот-гибридизации (рис. 5). При этом использовали раз-
ные составы буфера для растворения белка — PBS и PBS 
с добавлением имидазола.

В конце очистки при помощи аффинной хроматогра-
фии на агарозе Ni-NTA фрагмент М оказывается рас-
творен в буфере PBS, содержащем имидазол (250 мМ). 
Кипячение белка в таких условиях не приводит к его 

агрегации. Однако, если заменить буфер на PBS без ими-
дазола, кипячение вызывает образование высокомолеку-
лярных агрегатов белка.

ОБСУЖдЕНИЕ
Для синтеза белка VP2, основного антигена виру-

са ИББ, использовали разные организмы-продуценты. 
В клетках бактерий E. coli белок VP2 присутствовал в виде 

1 12 23 34 45 5

35 кДа 35 кДа

25 кДа 25 кДа

15 кДа 15 кДа

a b
Рис. 4. Электрофореграмма белков, очищенных из культуральной жидкости штаммов дрожжей — продуцентов фрагментов N 
и М белка VP2 (а) и результаты вестерн-блот-гибридизации с антителами к эпитопу c-myc (b). 1 — Белки культуральной жидкости 
исходного штамма X-33 (отрицательный контроль); 2 — секреторный фрагмент N VP2 (18–139 ак.), синтезированный штаммом 
N-X-33; 3 и 4 — секреторный фрагмент M VP2 (208–351 ак.), синтезированный штаммами M-X-33 и M-GS115 соответственно; 
5 — маркер PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermofisher Scientific, США). Указаны полосы, соответствующие синтезированным 
белкам (белая стрелка), и полосы, предположительно соответствующие димеру M-фрагмента VP2 (черная стрелка)

Рис. 5. Результаты вестерн-блот гибридизации с антителами 
к эпитопу c-myc. Очищенный фрагмент М белка VP2 (208–
351 ак.) в буфере PBS с 250 мМ имидазола без кипячения (1); 
с кипячением (2); очищенный фрагмент М белка VP2 в буфе-
ре PBS без кипячения (4); с кипячением (5); 3, 6 — маркер 
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermofisher Scientific, США). 
Указаны полосы, соответствующие синтезированным белкам 
(белая стрелка) и полосы, предположительно соответствующие 
димеру M-фрагмента VP2 (черная стрелка). Отдельно указаны 
высокомолекулярные агрегаты белка (Аг)

1 42 53 Аг 6

35 кДа 35 кДа

25 кДа 25 кДа

15 кДа 15 кДа
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мономера и высокомолекулярных агрегатов, при этом оба 
варианта гетерологичного белка не обладали иммуноген-
ными свойствами. Авторы полагали, что это связано с не-
способностью бактерий обеспечить корректное сворачива-
ние рекомбинантного белка [21]. В то же время продукция 
в E. coli отдельных иммуногенных фрагментов белка VP2 
не сопровождалась агрегацией рекомбинантных белков. 
Полученные белки индуцировали синтез нейтрализующих 
антител, вызывали как В-, так и Т-клеточный иммунитет [22].

Гетерологичный синтез белка VP2 в дрожжах 
K. lactis [23] и P. pastoris [24] был более успешен. В клетках 
дрожжей белок VP2 образовывал мультимерные вирусо-
подобные частицы, которые после многоэтапной очистки 
использовали для парентеральной вакцинации. Ветеринар-
ные вакцины должны не только обеспечивать индукцию 
иммунного ответа для защиты животных, но и быть доста-
точно простыми в применении и экономически выгодными. 
Выделение рекомбинантного белка и его очистка — наи-
более трудоемкие и дорогостоящие процедуры. Поэтому 
были предприняты попытки использовать термоинактиви-
рованные или лиофильно высушенные дрожжи — проду-
центы полноразмерного белка VP2 в качестве пероральной 
вакцины [23, 24]. Однако при этом не происходило полной 
защиты птиц от вируса ИББ. Возможно, это обусловлено 
тем, что в пищеварительном тракте птиц клеточные стенки 
дрожжей перевариваются медленно, не обеспечивая вы-
свобождения достаточного количества антигена [25].

Учитывая эти результаты, мы поставили своей целью 
получение штаммов дрожжей P. pastoris, синтезирующих 
и секретирующих иммуногенные фрагменты N и M бел-
ка VP2. Мы полагали, что синтез фрагментов белка VP2 
позволит избежать образования высокомолекулярных 
агрегатов целевых белков, использование одной из наи-
более эффективных систем экспрессии гетерологичных 
генов на основе этих дрожжей обеспечит достаточный 
выход фрагментов N и M, а секреция рекомбинантных 
белков значительно упростит их выделение и очистку.

Как следует из результатов, представленных на рис. 3 
и 4, нами были получены штаммы дрожжей P. pastoris 
N-X-33 и N-GS115, а также M-X-33 и M-GS115, содержа-
щие в геноме ДНК, кодирующую фрагменты N и М бел-
ка VP2 вируса ИББ. Полученные штаммы синтезировали 
и секретировали целевые рекомбинантные белки, о чем 
свидетельствуют данные электрофоретического разделе-
ния белков культуральной жидкости (рис. 4, а).

При помощи аффинной хроматографии на агарозе 
Ni-NTA удалось выделить рекомбинантные белки (рис. 4, а). 
При этом видно, что на электрофореграмме очищен-
ного фрагмента М появляется дополнительная полоса 

с молекулярной массой, примерно соответствующей ди-
меру. Кипячение проб данного белка в буфере PBS приво-
дит к его агрегации. Показано, что имидазол препятствует 
образованию агрегатов при кипячении.

Известно, что имидазол способствует ренатурации ре-
комбинантных белков, синтезированных в клетках бак-
терий в виде телец включения [26, 27]. Предполагается, 
что имидазол может катализировать пролил-цис/транс-
изомеризацию пептидной связи, предшествующей остатку 
пролина, ускоряя этот процесс и, тем самым, способствуя 
правильному сворачиванию белка [28]. Но предложенный 
механизм действия имидазола вряд ли объясняет наши 
результаты. Возможно, в данном случае имидазол дей-
ствует подобно аргинину, который ингибирует агрегацию 
белков, взаимодействуя с боковыми радикалами амино-
кислот и экранируя их [29]. В целом полученные результа-
ты демонстрируют возможность предотвращения агрега-
ции синтезированного вирусного белка за счет изменения 
состава используемых буферных растворов.

Предварительные эксперименты показали, что фраг-
мент М белка VP2 реагирует с сывороткой, содержащей 
антитела, специфичные к белкам вируса ИББ. Это дает 
основание полагать, что полученные рекомбинантные 
белки, по крайней мере фрагмент М, можно будет ис-
пользовать для вакцинации птиц и ожидать, что реком-
бинантные фрагменты белка VP2 будут стимулировать 
синтез нейтрализующих антител, как и ранее полученный 
нами полноразмерный белок [16].

Отдельно следует отметить, что в случае фрагмен-
та N эпитоп c-myc, добавленный на его конец, перестал рас-
познаваться соответствующими антителами. Для использо-
ванного клона антител (9E10) действительно характерна 
зависимость от окружения [30]. Поэтому при работе с фраг-
ментом N белка VP2 вируса ИББ или с белками со схожей 
последовательностью следует использовать другой эпитоп 
или другие клоны антител, специфичных к c-myc.
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