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целью работы явилось клонирование гена nanH Vibrio cholerae в составе плазмидного вектора, обеспечи-
вающего экспрессию чужеродных генов под контролем т5-промотора, и создание штамма E. coli – продуцента 
рекомбинантной нейраминидазы. материалы и методы. донором днк послужил штамм V. cholerae о1, вектор-
ной плазмидой – pQE30. ген амплифицировали с помощью пцр, клонирование осуществляли общепринятыми 
методами, продуктивность рекомбинантов и локализацию искомого белка определяли по результатам электрофо-
реза лизатов клеток. нейраминидазную активность определяли по наличию флуоресценции в ультрафиолетовом 
свете после инкубации со специфическим субстратом (4-метилумбеллиферил-N-ацетилнейраминовой кислотой). 
результаты и обсуждение. сконструирована рекомбинантная плазмида pNanH, содержащая ген nanH V. cholerae, 
встроенный по сайтам BamHI-PstI в полилинкер pQE30. экспрессия клонированного гена в штамме-продуценте 
E. coli JM103pNanH происходит под контролем т5-промотора при индукции изопропил-β-D-тиогалактозидом 
(иптг). Штамм обладает нейраминидазной активностью. рекомбинантный белок NanH накапливается в клетках 
продуцента в двух формах. первая, с молекулярной массой (мм) 89,5 кда, представляет собой непроцессирован-
ный белок с гексагистидиновым блоком (6His-tag) на N-конце и находится в тельцах включения. ее содержание 
составляет 5,6–6,6 % суммарных клеточных белков. вторая, с мм 83 кда, обнаруживается в периплазматическом 
пространстве клеток и соответствует зрелой NanH, содержание составляет 3,4–3,8 %. их общее содержание – 
9–10 % суммарных клеточных белков, что позволяет считать штамм E. coli JM103pNanH суперпродуцентом иско-
мого фактора. Штамм может быть использован для получения NanH V. cholerae в целях создания специфических 
диагностических, терапевтических и фармацевтических препаратов, а также для изучения свойств этого белка 
как фактора патогенности/персистенции возбудителя.

Ключевые слова: нейраминидаза Vibrio cholerae, рекомбинантная плазмида, клонирование гена, экспрессия в 
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Abstract. Objective of this work was cloning of the Vibrio cholerae nanH gene as part of a plasmid vector, providing 
expression of foreign genes under the control of T5 promoter, and construction of a E. coli strain – producer of V. chole-
rae recombinant neuraminidase. Materials and methods. V. cholerae о1 strain served as a DNA donor, pQE30 – as a 
vector plasmid. The gene was PCR-amplifi ed, the cloning was carried out by means of conventional methods, perfor-
mance of recombinants and localization of the required protein was determined based on the results of electrophoresis 
of cell lysates. Neuraminidase activity was identifi ed by fl uorescence in ultraviolet light after incubation with specifi c 
substrate (4-methylumbelliferyl-N-acetylneuraminic acid). Results and discussion. Recombinant plasmid pNanH, con-
taining the cloned gene nanH V. cholerae, has been constructed. The gene is inserted into BamHI-PstI sites of the poly-
linker of pQE30. Expression of the cloned gene in the producer strain E. coli JM103pNanH occurs under the control of 
T5 promoter after isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG) induction. The strain shows neuraminidase activity. 
The recombinant NanH protein is accumulated in the producer’s cells in two forms. The fi rst form, with molecular mass 
(MM) of 89.5 kDa, is an unprocessed protein with the hexahistidine block (6His-tag) at its N-terminus, it is located in 
inclusion bodies. Its percentage is 5.6–6.6 % of the total cell proteins. The second one, with MM of 83 kDa, is found in 
the periplasmic space and corresponds to the mature NanH, its percentage being 3.4–3.8 %. The total percentage of both 
forms is 9–10 % of total cell proteins, which allows to consider the strain E. coli JM103pNanH to be a super-producer of 
the required protein. The strain may be used for purifi cation of NanH preparations for construction of specifi c diagnostic, 
therapeutic and pharmaceutical preparations as well as for investigation of the protein as a virulence/persistence factor 
of the pathogen. 
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нейраминидаза (NanH) является одним из нема-
ловажных факторов патогенности/персистенции хо-
лерных вибрионов, повышающим чувствительность 
клеток кишечника к действию холерного токсина, 
а также участвующим в утилизации ганглиозидов 
высшего порядка в качестве источников питания. не 
исключено, что продукция NanH может играть опре-
деленную роль в развитии легкой формы инфекции 
или кратковременного вибриононосительства [1–3]. 
однако ее роль в патогенезе холеры и биологии воз-
будителя остается не до конца изученной. это обу-
словливает актуальность проведения дальнейших 
исследований свойств данного фактора, что требует 
наличия его препаратов.

препараты NanH также широко используются 
в биохимических и медицинских исследованиях, в 
фармацевтической промышленности [4]. показана 
перспективность их применения для создания новых 
пероральных средств лечения аллергических заболе-
ваний [5]. в опытах на крысах установлено, что ин-
тратекальное введение препарата NanH значительно 
ускоряет лечение травм спинного мозга, не оказывая 
на организм побочных токсических эффектов [6, 7].

коммерческие препараты нейраминидазы V. cho-
lerae, производимые зарубежными компаниями (Sig-
ma-Aldrich, Roche), отличаются высокой стоимостью 
(более 25 тыс. рублей за 1,5 U). для их производства 
используют токсигенные штаммы холерных вибрио-
нов, что требует соблюдения режима работы с возбу-
дителями особо опасных инфекций. согласно данным 
G. Taylor et al. [8], выход продукта составляет около 
1 мг/л культуральной жидкости. недавно болгарские 
исследователи предложили более эффективный про-
дуцент – нетоксигенный штамм V. chole rae nonO1/
nonO139 V13 [4], перспективный для использования в 
промышленных масштабах, выход очищенного белка 
составляет ~2 мг/л культуральной жидкости. 

наиболее эффективным способом получения 
этого фактора в препаративных количествах пред-
ставляется использование лабораторных штаммов 
E. coli, содержащих и экспрессирующих клониро-
ванный ген nanH. ранее нами сконструирован такой 
штамм – E. coli HB101pRD39, содержащий в составе 
рекомбинантной плазмиды фрагмент днк V. chole-
rae длиной ~7,3 т.п.н. с геном nanH, экспрессирую-
щимся под контролем собственного промотора [9]. 
однако на сегодняшний день выход искомого про-
дукта представляется недостаточным для выделе-
ния его в препаративных количествах. кроме того, 
параллельно с NanH, возможно, происходит синтез 
нецелевых продуктов некоторых, либо всех шести, 
дополнительных интактных генов, также входящих 
в состав клонированного фрагмента, что затрудняет 
выделение и очистку препарата. плазмида pCVD364, 
сконструированная ранее E.R. Vimr et al. [10], содер-
жала функционально активный ген nanH в составе 
клонированного фрагмента днк длиной 4,8 т.п.н. 
активность продукта в экстрактах клеток несуще-
го эту плазмиду штамма E. coli HB101 составила 

858 U/мг общего белка. авторам удалось выделить 
из этих экстрактов очищенный препарат, однако 
сведения о количестве использованной биомасссы 
и выходе продукта не приведены ни в упомянутой 
[10], ни в последующей публикации [8]. в дальней-
шем I. Moustafa et al. [11] пытались использовать эту 
плазмиду для получения препарата, но выход про-
дукта был слишком низким, в связи с чем авторы 
клонировали участок встроенного в нее гена без по-
следовательности, кодирующей сигнальный пептид, 
в составе вектора pET30b(+). трансформированный 
полученной рекомбинантной плазмидой штамм 
E. coli BL21(DE3) при индукции изопропил-β-D-
тиогалактозидом (иптг) накапливал NanH в ци-
топлазме, однако наращивание биомассы занима-
ло около суток. продуктивность рекомбинантного 
штамма, определенная позднее другими авторами 
[6], составляла не менее 500 U/л культуры. обеими 
группами авторов получение препарата осуществля-
лось для достижения собственных научных целей, 
и в литературе больше не появлялось сообщений о 
дальнейшем применении продуцента. в распоря-
жении отечественных исследователей аналогичные 
продуценты отсутствуют. 

целью настоящей работы явилось клонирова-
ние гена nanH в составе плазмидного вектора pQE30, 
обеспечивающего экспрессию чужеродных генов 
под контролем мощного т5-промотора, и создание 
штамма E. coli – продуцента рекомбинантного белка 
NanH V. cholerae.

материалы и методы

в качестве донора днк для амплификации 
гена использован штамм V. cholerae эль тор р-5879 
(инаба), выделенный в 1972 г. в таганроге (ростовская 
область) из содержимого кишечника трупа холерно-
го больного; в качестве реципиентов рекомбинант-
ных плазмид – E. coli Jm103 и M15[pREP4]. Штаммы 
хранились в лиофилизированном состоянии в музее 
живых культур с центром патогенных для человека 
вибрионов ростовского-на-дону противочумного 
института. векторной плазмидой служила pQE30 
(QIAGEN), обеспечивающая контролируемую экс-
прессию клонированного гена.

Штамм V. cholerae выращивали на агаре 
мартена, кишечной палочки – на плотной и жидкой 
среде LB. для культивирования рекомбинантных 
штаммов E. coli в среды добавляли 50 мкг/мл ам-
пициллина и 0,5 % глюкозы, для наращивания био-
массы в целях наработки искомого продукта – только 
ампициллин без глюкозы.

геномную днк выделяли с помощью ком-
плекта реагентов «проба-нк» (днк-технология, 
россия), плазмидную – методом бирнбойма как 
описано ранее [12]. 

ген nanH идентифицировали с помощью про-
граммы BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 
в черновом полном геноме V. cholerae р-5879, сек-
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венированном нами на платформе MiSeq (Illumina, 
сШа) согласно прилагаемому протоколу. 

праймеры для клонирования и детекции 
гена nanH конструировали с помощью Vector NTI 
Advance 11 (Invitrogen), их нуклеотидные по-
следовательности приведены в таблице. синтез 
праймеров выполнен оао «евроген» (россия). 
амплификацию искомых фрагментов осуществля-
ли c использованием Taq-полимеразы, буфера и 
смеси dNTP производства Thermo Scientific (сШа) 
на программируемом термостате «терцик» (зао 
«нпФ днк-технология», россия).

Фрагмент и вектор гидролизовали эндонуклеа-
зами рестрикции BamHI и PstI и лигировали т4-
днк-лигазой (Thermo Scientific, сШа) в прилагае-
мых буферах согласно рекомендациям изготовителя. 
лигазными смесями трансформировали компетент-
ные клетки E. coli Jm103, приготовленные накануне с 
обработкой хлористым кальцием. после стандартной 
процедуры трансформации (0 °с – 40 мин, 42 °с – 
2 мин, 0 °с – 5 мин) клетки разводили в 10 раз сре-
дой LB с 0,5 % глюкозы, подращивали в течение 1 ч 
и высевали на агар LB, содержащий 50 мкг/мл ам-
пициллина и 0,5 % глюкозы. посевы инкубировали 
при 37 °с и на следующие сутки отбирали ампицил-
линрезистентые колонии. наличие вставки искомого 
гена определяли в пцр с помощью специфических 
праймеров для его детекции (таблица), а затем под-
тверждали рестрикцией рекомбинантной плазмиды 
указанными эндонуклеазами с последующим элек-
трофорезом в 0,9 % агарозном геле. 

для отбора рекомбинантных клонов кишечной 
палочки, экспрессирующих клонированный ген, 
их выращивали в жидкой среде LB, содержащей  
50 мкг/мл ампициллина, с шуттелированием в тече-
ние 4 ч, затем добавляли индуктор иптг до конеч-
ной концентрации 1 мм и продолжали шуттелиро-
вание в течение еще 1,5 ч. для определения нейра-
минидазной активности 20 мкл каждой культуры 
смешивали на стекле с равным объемом раствора  
(1 мг/мл) 4-метилумбеллиферил-N-ацетилнейрами-
новой кислоты (Sigma-Aldrich, германия) и спустя 
20 мин просматривали в ультрафиолетовом (уФ) 
свете. положительные результаты учитывали по на-
личию флуоресценции [13]. 

для оценки уровней экспрессии клонированных 
генов в двух разных штаммах E. coli, трансформиро-

ванных рекомбинантными плазмидами, их выращи-
вали как описано выше. затем клетки осаждали цен-
трифугированием, растворяли осадок в лизис-буфере 
при 100 °с и подвергали SDS-электрофорезу в 10 % 
полиакриамидном геле (пааг). процентное содер-
жание искомого продукта относительно суммарных 
клеточных белков оценивали с помощью программы 
Quantity One 4.6. для определения локализации ре-
комбинантного белка клетки продуцентов разрушали 
ультразвуком на дезинтергаторе Q700 (QSonica, сШа) 
в течение 10 мин (40 импульсов по 5 сек, 357 дж с пе-
рерывами в 10 сек; амплитуда 50) и подвергали элек-
трофорезу растворимую и нерастворимую фракции 
клеток, разделенные центрифугированием.

результаты и обсуждение

ген nanH штамма V. cholerae р-5879 оказался 
на 100 % идентичным таковому референс-штамма 
V. cholerae N16961 (VC1784 в составе его большой 
хромосомы, AE003852). специфические праймеры 
для пцр-синтеза гена сконструированы на основе 
анализа содержащей его нуклеотидной последова-
тельности, депонированной нами в NCBI под номе-
ром KU215667. на 5'-конце они содержали сайты 
эндонуклеаз, образующих липкие концы: BamHI для 
прямого праймера и PstI – для обратного в соответ-
ствии с порядком расположения сайтов рестрикции 
в полилинкере векторной плазмиды pQE30, с целью 
встраивания ампликона в вектор в ориентации, обес-
печивающей направление транскрипции под контро-
лем T5-промотора. 

полученный пцр-ампликон длиной 2484 п.н. 
и плазмида pQE30 обработаны указанными эндо-
нуклеазами и лигированы, как описано в разде-
ле «материалы и методы». схема конструирова-
ния рекомбинантной плазмиды, обозначенной как 
pNanH, показана на рис. 1. лигазной смесью тран-
формировали компетентные клетки E. coli Jm103. 
тестирование рекомбинантных клонов, отобранных 
по результатам пцр с праймерами для детекции ис-
комого гена, по фенотипу позволило выявить реаль-
но способные к его экспрессии по наличию флуорес-
ценции в уФ свете, отсутствующей у контрольного 
штамма (рис. 2). 

наличие вставки гена в pNanH, выделенной 
из штамма E. coli Jm103, подтверждено рестрик-

Праймеры, использованные в работе
Primers used in this work

праймеры / Primers нуклеотидная последовательность 5'-3' / Nucleotide sequence 5'-3' t° отжига / annealing 
t°, °с

длина ампликона, п.н. /  
Amplicon length, bps

nanH-clon-F 
nanH-clon-R

GTCAGGATCCATGACTTCACAACGAAGAAG* 
CCTGCTGCAGCAGGGCATGCTTCCATTGTT* 60 2484

nanH-detect-F 
nanH-detect-R

TTGCAATGTTCGGTATGGCGA 
CACGATAAGCGGCGACACCAT 58 585

*в праймерах для клонирования выделены жирным шрифтом и подчеркнуты сайты эндонуклеаз рестрикции – соответственно BamHI и PstI.

*Primers for cloning include sites for endonuclease restriction, correspondingly BamHI and PstI (printed in bold and underlined).
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цией BamHI-PstI с последующим электрофорезом 
(рис. 3). плазмида дополнительно трансформирова-
на в штамм E. coli M15[pREP4]. 

результаты SDS-электрофореза лизатов клеток 
штаммов E. coli Jm103pNanH и м15[pREP4]pNanH, 
выращенных с индукцией иптг, показали, что зна-
чительное увеличение количества белков с мм ~83 
и ~89,5 кда (что соответствовало мм двух форм 

NanH) наблюдалось только в лизате клеток E. coli 
Jm103pNanH, в отличие от лизатов м15[pREP4]
pNanH и обоих контрольных штаммов, содержащих 
векторную плазмиду без вставки (рис. 4A). данные 
результаты стали неожиданными, поскольку скон-
струированная нами ранее аналогичная плазмида 
pHlyA, напротив, намного эффективнее экспресси-
ровала клонированный в ее составе ген гемолизи-
на V. cholerae в штамме M15[pREP4], чем в Jm103 
[14], и именно M15[pREP4] рекомендован QIAGEN 

рис. 1. схема конструирования рекомби-
нантной плазмиды pNanH

Fig. 1. The scheme of recombinant plasmid 
pNanH construction

рис. 2. электрофорез в агарозном геле BamHI-PstI-рестрикта 
pNanH (дорожка 1) в сравнении с линейной формой вектора 
pQE30 (дорожка 2) и пцр-ампликоном гена nanH V. cholerae 
р-5879 (дорожка 3)

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of BamHI-PstI restrict of pNanH 
(lane 1) as compared to the linear form of the pQE30 vector (lane 2) 
and PCR-amplified nanH gene (lane 3)

рис. 3. продукция NanH рекомбинантными клонами E. coli 
Jm103pNanH: флуоресценция в уФ свете после инкубации с 
субстратом:
1 – контрольный штамм E. coli Jm103, содержащий векторную плаз-
миду pQE30 без вставки, 2–5, 7 – NanH-позитивные клоны, 6 – NanH-
негативный клон, 8 – V. cholerae р-5879

Fig. 3. Production of NanH by recombinant clones of E. coli 
Jm103pNanH: fluorescence in UV light after incubation with sub-
strate: 
1 – control strain E. coli Jm103 carrying vector plasmid pQE30 without inser-
tion, 2–5, 7 – NanH-positive clones, 6 – NanH-negative clone, 8 – V. cholerae 
р-5879
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как один их лучших штаммов для экспрессии генов, 
клонированных в составе pQE30 (https://www.qia-
gen.com/ us/resources/resourcedetail?id=79ca2f7d-42-
fe-4d62-8676-4cfa948c9435&lang=en). тем не менее, 
на основе наших результатов в качестве продуцента 
выбран штамм Jm103pNanH. по данным программы 
Quantity One, общее содержание двух форм NanH 
в лизате его клеток составляло приблизительно 
9–10 % суммарных клеточных белков. для опреде-
ления локализации рекомбинантного белка клетки 
этого штамма разрушали ультразвуком и подвергали 
электрофорезу растворимую и нерастворимую фрак-
ции клеток. оказалось, что продукт действительно 
накапливается в двух формах (рис. 4B). первая пред-
ставляет собой непроцессированный белок с гексаги-
стидиновым блоком (6His-tag) на N-конце, имеющий 
мм ~89,5 кда, и остается в нерастворимой фракции 
клеток в виде телец включения. ее содержание со-
ставляет 5,6–6,6 % суммарных клеточных белков. 
вторая обнаруживается в основном в растворимой 
фракции, т.е., по-видимому, в периплазматическом 
пространстве клеток. ее мм ~83 кда соответству-
ет зрелой форме NanH, образующейся вследствие 
удаления сигнальной последовательности вместе с 
6His-tag, общей длиной 58 аминокислотных остат-
ков. содержание зрелой формы составило 3,4–3,8 % 
суммарных белков. это согласуется с данными 
E.R. Vimr et al. [10], которые показали, что в реком-
бинантном штамме E. coli нB101 транспорт продук-
та клонированного гена nanH в периплазму сопрово-
ждается отщеплением сигнального пептида. 

таким образом, нами сконструирован штамм 
E. coli Jm103pNanH – суперпродуцент нейраминида-
зы V. cholerae эль тор, который может быть исполь-
зован для выделения целевого продукта в препара-
тивных количествах. по предварительным расчетам, 
выход NanH должен составить ~1,5–2 мг/г сырой 
биомассы (что соответствует 400 мл культуры про-
дуцента, выращенной с индукцией в жидкой среде 
LB, т.е. ~3,5 мг/л). в зависимости от дальнейших 
задач можно получать из биомассы исходный про-
дукт (6His-NanH) из телец включения с помощью 
специфического сорбента типа Ni-NTA (никель-
нитрилацетилированной) сефарозы либо зрелый 
белок NanH из осветленных ультразвуковых дезин-
тегратов клеток с использованием других методов 
очистки.

преимуществами полученного продуцента, 
по сравнению с холерными вибрионами, является 
высокий выход искомого белка, возможность куль-
тивирования без соблюдения режима работы с воз-
будителями особо опасных инфекций, отсутствие 
способности к синтезу каких-либо дополнительных 
биологически активных субстанций, которые могли 
бы затруднить его выделение и очистку, а по срав-
нению с известными рекомбинантными штаммами-
продуцентами – непродолжительный период нара-
щивания биомассы (около 5 ч включая индукцию), 
что обеспечивает возможность ускоренного получе-
ния препарата.

Штамм депонирован в государственной коллек-
ции патогенных бактерий «микроб» (саратов) под 
номером км 2047.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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