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РЕЗЮМЕ 

Разработка новых, более эффективных обезболивающих препаратов, облада-
ющих высоким сродством к биологическим мишеням, является актуальной за-
дачей. Кандидатом для разработки нового анальгетического препарата стал 
пептид HCRG21 морской анемоны Heteractis magnifica – блокатор TRPV1-канала.
Цель исследования. Провести исследование генетической и экспрессионной 
стабильности штамма Escherichia coli Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21, 
продуцирующего гибридный белок SMT3_HCRG21.
Материалы и методы. Жизнеспособность клеток рабочей посевной культу-
ры (РПК) при последовательных пассажах оценивали путем расчета титра 
клеток в каждом пассаже. Количество генераций РПК определяли на основании 
значений титра жизнеспособных клеток для каждого пассажа по соответ-
ствующей формуле. Уровень экспрессии гибридного белка в последователь-
ных пассажах клеток был рассчитан посредством отношения количества 
гибридного белка к общему белку клеточного лизата. Содержание белка опре-
деляли по методу Лоури и с помощью электрофореза. Методами ПЦР и элек-
трофоретического разделения определяли размер участка ДНК, кодирующего 
гибридный белок SMT3_HCRG21, а также проводили секвенирование по Сэнгеру 
для подтверждения подлинности вставки.
Результаты. Показано, что при последовательных пересевах титр клеток 
варьирует от 8,3·107 до 1,7·109 клеток/мл, а среднее число генераций соста-
вило 10,4 ± 2,3. В результате амплификации пДНК клонов 10, 90 и 140 гене-
раций были получены фрагменты длиной около 600 н.п., что соответству-
ет длине нуклеотидной последовательности генетической конструкции 
pSMT3_HCRG21 (541 н.п.). Нуклеотидные последовательности полученных 
ПЦР-фрагментов оказались полностью идентичны заявленным в паспорте 
штамма-продуцента. Продемонстрировано, что среднее содержание гиб
ридного белка между генерациями сохранялось на уровне 16 %, что свидетель-
ствует о высокой стабильности уровня продуктивности штамма.
Заключение. Биосинтетическая активность и количество жизнеспособных 
клеток штамма E. coli Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21 остаются стабиль-
ными, таким образом, штамм может быть использован для производства 
анальгетического пептида HCRG21.
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ABSTRACT

The development of new, more effective analgesic drugs with high affinity for biological 
targets is a critical challenge. The peptide HCRG21, a TRPV1 channel blocker derived 
from the sea anemone Heteractis magnifica, is considered as a promising candidate 
for a new analgesic drug.
Aim. To investigate the genetic and expression stability of the Escherichia coli strain 
Origami2(K12)/pLysS/pSMT3_HCRG21, which produces the SMT3_HCRG21 fusion pro-
tein.
Materials and methods. The viability of the working seed lot (WSL) during sequen-
tial passaging was assessed by calculating the cell titer in each passage. The number 
of generations of WSL cells was determined based on the viable cell titer values for each 
passage using an appropriate equation. The expression level of the fusion protein 
during continuous cell passaging was calculated as the ratio of the fusion protein 
amount to the total cellular protein in the cell lysate. Protein content was determined 
using the Lowry method and electrophoresis. The size of the DNA region encoding 
the SMT3_HCRG21 fusion protein was determined by PCR and electrophoretic separa-
tion, and Sanger sequencing was performed to confirm its genetic identity as specified 
in the strain passport.
Results. During continuous passaging, the cell titer has been shown to vary from 8.3·107 
to 1.7·109 cells/mL, and the average number of generations was 10.4 ± 2.3. Following 
pDNA amplification of clones from 10, 90, and 140 generations the PCR fragments of ap-
proximately 600 bp in length were obtained, which correspond to the length of the nu-
cleotide sequence of the pSMT3_HCRG21 genetic construct (541 bp). The nucleotide 
sequences of the obtained PCR fragments were identical to those specified in the strain 
passport. It was demonstrated that the average content of the fusion protein across 
generations remained at 16 %, indicating a high stability of the strain productivity level.
Conclusions. The biosynthetic activity and viable cell titer of the E. coli strain Origa-
mi2(K12)/pLysS/pSMT3_HCRG21 remained stable; therefore, the strain can be used 
for industrial production of the analgesic peptide HCRG21.

Key words: Analgesic peptide; Escherichia coli producer strain; genetic stability; work-
ing cell culture
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ВВЕДЕНИЕ

Актуальной проблемой современной медицины 
является недостаточная эффективность и безопас-
ность используемых анальгетических препаратов. 
Существующие группы препаратов, такие как несте-
роидные противовоспалительные средства и опиоид-
ные анальгетики, обладают серьезными побочными 
эффектами и не подходят для длительного применения 
вследствие высоких рисков развития зависимости, то-
лерантности и токсичности [1]. Поиск новых соедине-
ний, обладающих анальгетическими свойствами, и раз-
работка на их основе обезболивающих лекарственных 
средств является важной биомедицинской задачей.

В этом контексте перспективным кандидатом 
для создания анальгетического препарата нового по-
коления является пептид HCRG21, аминокислотная 
последовательность которого была выведена на ос-
нове последовательности транскрипта, полученного 
в результате секвенирования библиотеки кДНК мор-
ской анемоны Heteractis magnifica (ранее ошибочно 
определенной как Heteractis crispa) [2]. Пептид HCRG21 
(6228 Да) состоит из 56 а.о. и относится к структурно-
му семейству пептидов Кунитц-типа, которые, как из-
вестно, способны ингибировать сериновые протеа-
зы и модулировать различные типы ионных каналов 
[2–4]. Было показано, что рекомбинантный аналог 
HCRG21 является ингибитором трипсина и химотрип-
сина (Ki 2,0∙10−7 и 7,0∙10−7 М соответственно) и отрица-
тельным аллостерическим модулятором канала TRPV1 
(IC50 6,9 мкМ) [2]. Известно, что канал TRPV1 отвечает 
за передачу болевых сигналов, а антагонисты TRPV1 
предотвращают боль, блокируя рецепторы на чув-
ствительных нейронах и вызывая тем самым длитель-
ную анальгезию, что делает их реальной альтернати-
вой традиционным анальгетикам [5, 6]. Исследования 
in vivo на различных моделях боли и воспаления про-
демонстрировали выраженное пролонгированное 
анальгетическое действие HCRG21 [7–9].

Пептидная природа HCRG21 обусловливает пер-
спективы производства лекарственных препаратов 
на его основе биосинтетическим способом. Ключевое 
преимущество биосинтеза заключается в контроли-
руемом получении безопасных целевых соединений 
в промышленном масштабе с возможностью опти-
мизировать и удешевить процесс очистки готового 
препарата.

Основными биосинтетическими этапами полу-
чения пептидного препарата являются создание 
штамма-продуцента, изучение его стабильности в ла-
бораторных и промышленных условиях, наработка 
и выделение пептида, и изучение стабильности пре-
парата пептида при использовании и хранении.

Целью данной работы являлось изучение ста-
бильности штамма-продуцента Escherichia coli Origa-
mi2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21, который планируется 
использовать в дальнейшем производстве пептида 
HCRG21 в промышленных масштабах для создания 
на его основе лекарственного препарата.

Изучение стабильности включало определение 
биосинтетической активности и количества жизнеспо-
собных клеток и числа генераций рабочей посевной 
культуры штамма-продуцента, определение подлин-
ности и уровня продуктивности главной посевной 
культуры штамма-продуцента и определение разме-
ра и подлинности гена, кодирующего гибридный бе-
лок SMT3_HCRG21, при последовательных пересевах 
культуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Определение количества жизнеспособных клеток 
и биосинтетической активности культуры

Для определения количества жизнеспособных кле-
ток в культуре штамма-продуцента E. coli Origami2(К12)/
pLysS/рSMT3_HCRG21 была приготовлена рабочая по-
севная культура (РПК) в 15%-ном стерильном раство-
ре глицерина в конечном объеме 100  мл и проведе-
на серия последовательных пассажей (12 пассажей). 
В качестве посевного материала для первого пассажа 
использовали РПК, для каждого последующего пасса-
жа – культуральную жидкость (КЖ) предыдущего посе-
ва. Используя технику последовательных десятикрат-
ных разведений, РПК и КЖ каждого пассажа разводили 
в стерильном физиологическом растворе и высевали 
на чашки Петри в трех повторах. Титр клеток в 1  мл 
культуры рассчитывали по формуле:

T = d∙× n∙× 10,

где d – разведение, n – среднее количество вырос-
ших колоний.

Для определения биосинтетической активности 
штамма-продуцента E. coli Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_
HCRG21 КЖ пассажей I, III, VI, IX и XII инкубировали при 
37°С и интенсивной аэрации (220  об/мин) до дости-
жения оптической плотности 1−1,2 при длине волны 
600  нм. Продукцию гибридного белка в клетках инду-
цировали изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозидом 
(ИПТГ), после чего клетки инкубировали при 37°С при 
постоянном перемешивании (220 об/мин) в течение 5 
часов. После разрушения бактериальных клеток с по-
мощью ультразвука клеточный лизат был подвергнут 
центрифугированию (10000  об/мин, 10  мин, 4°С). Ги-
бридный белок выделяли методом аффинной хрома-
тографии на колонке с Ni-NTA-агарозой (Machery-Nagel 
Protino®, Германия) по инструкции производителя. 
Концентрацию суммарного и гибридного белка опре-
деляли с помощью колориметрического метода Лоури 
[10]. Биосинтетическую активность культуры штам-
ма-продуцента оценивали как отношение содержания 
гибридного белка SMT3_HCRG21 к суммарному белку 
в супернатанте, значение выражали в %.

Определение числа генераций культуры 
в рабочем банке

Количество генераций РПК штамма-продуцента 
E. coli Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21 определяли 
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на основании значений, полученных при определении 
титра жизнеспособных клеток для каждого пассажа. 
Число генераций в пассажах рассчитывали по формуле:

где n0 − число клеток в дозе посевного материала 
(объем 0,1 мл), равное титру клеток в соответствующем 
пассаже, nk − число клеток в культуральной жидкости, 
объем которой равен 100 мл, по окончании инкубации.

Обработка полученных данных была проведена 
с помощью программного обеспечения Microsoft Excel 
(Microsoft Office, США).

Определение подлинности и уровня 
продуктивности штамма

Суспензию клеток главной посевной культуры 
(ГПК) штамма-продуцента E.  coli Origami2(К12)/pLysS/
рSMT3_HCRG21 высевали на чашки Петри и инкубиро-
вали в термостате при 37°С в течение 16 часов до по-
явления единичных колоний. Выросшие колонии ре-
суспендировали в 50  мл жидкой питательной среды 
и инкубировали при 37°С и 220 об/мин в течение 8–9 
часов до ОП600 = 1–1,2 (пассаж 1). Полученную клеточ-
ную культуру объемом 0,08  мл переносили в свежую 
стерильную питательную среду объемом 50 мл и инку-
бировали при 37°С и 220  об/мин в течение 8–9 часов 
до ОП600 = 1–1,2. Процедуру повторяли до XIV пассажа.

Для оценки подлинности и уровня экспрессии гиб
ридного белка клетками штамма-продуцента клетки 6 
колоний из пассажей I, IX и XIV переносили в стериль-
ные колбы с 50 мл жидкой питательной среды и инку-
бировали при тех же условиях. Полученную суспен-
зию делили на два равных объема, один из которых 
использовали для выделения плазмидной ДНК (пДНК). 
К оставшейся части КЖ добавляли ИПТГ до конечной 
концентрации 0,5  мМ и инкубировали КЖ при 37°С, 
220  об/мин в течение 5 часов. Полученную биомассу 
гомогенизировали с помощью ультразвука, клеточный 
лизат осветляли центрифугированием (10000  об/мин, 
10 мин, 4°С).

Оценку уровня экспрессии гибридного белка 
SMT3_HCRG21 в супернатанте и молекулярную массу 
гибридного белка определяли с помощью электро-
фореза в 12%-ном полиакриламидном геле по методу 
Лэммли [11]. Анализ белков клеточного лизата на элек-
трофореграммах и определение содержания гибрид-
ного белка SMT3_HCRG21 осуществляли с помощью си-
стемы визуализации iBrightFL1500 (Invitrogen, Thermo 
Scientific, США) и соответствующего ПО. Расчет суммар-
ной интенсивности всех полос и процентного содер-
жания гибридного белка SMT3_HCRG21 осуществляли 
с помощью программного обеспечения Microsoft Excel 
(Microsoft Office, США).

Одобрение проведения исследования Локальным 
этическим комитетом не требуется.

Установление размера гена, кодирующего 
гибридный белок SMT3_HCRG21

Выделение пДНК из КЖ проводили с помощью ком-
мерческого набора Plasmid Miniprep (Евроген, Россия) 

по инструкции производителя. Фрагмент гена, коди-
рующего гибридный белок SMT3_HCRG21, получали 
с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) с ис-
пользованием универсальных Т7-праймеров на ампли-
фикаторе DNA Engine Thermal Cycler (Bio-Rad, США) 
с применением коммерческого набора Encyclo plus 
(Евроген, РФ). Амплификацию ДНК проводили при сле-
дующих условиях: 95°С, 60 сек; 95°С, 10 сек; 30 циклов 
55°С, 30 сек, 72°С, 60 сек; 72°С, 5 мин. Электрофорети-
ческий анализ ПЦР-продуктов выполняли в 1%-ном 
агарозном геле с использованием маркера длин ДНК 
(100+  bp, Евроген, РФ). Нуклеотидную последователь-
ность подтверждали секвенированием с использо-
ванием стандартных Т7-праймеров и коммерческого 
набора реактивов BigDyeТМ Terminator v.3.1 (Thermo 
Scientific, США) на генетическом ДНК-анализаторе Seq-
Studio (Applied Biosystems, США) в соответствии с реко-
мендациями производителей.

Статистический анализ
Статистическую обработку экспериментальных 

данных проводили с использованием программного 
обеспечения OriginPro 8.5 (OriginLab Corporation, США). 
Достоверность различий определяли с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с по-
правкой Тьюки, различия считались достоверными при 
p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Одним из важных этапов валидации технологи-
ческого процесса и обязательным условием для про-
мышленного производства рекомбинантных пептидов 
является изучение стабильности их штаммов-проду-
центов. Это позволяет гарантировать производство 
безопасного и эффективного целевого пептида с ми-
нимальными экономическими потерями для произво-
дителя. Основными критериями по изучению стабиль-
ности штамма-продуцента являются подтверждение 
подлинности и чистоты культуры, ее генетической 
и экспрессионной стабильности.

В данной работе была изучена стабильность штам-
ма-продуцента E.  coli Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_
HCRG21, который продуцирует гибридный белок 
SMT3_HCRG21, содержащий анальгетический пептид 
HCRG21 [12, 13]. E.  coli представляет собой наиболее 
широко и успешно используемую систему для синтеза 
гетерологичных белков и пептидов. Экспрессионная 
конструкция на основе плазмидного вектора pSMT3 
включает в себя последовательность, кодирующую 
гибридный белок, состоящий из пептида HCRG21, гек-
сагистидиновой метки, сайта для гидролиза протеа-
зой Ulp-1 и белка-партнера SMT3. Гексагистидиновая 
метка необходима для выделения гибридного белка 
из клеточного лизата с помощью металл-аффинной 
хроматографии. Белок партнер SMT3 распознается 
и выщепляется специфической протеазой Ulp-1 [12, 13]. 
В отличие от используемого в лабораторной практике 
бромциана, применение ферментативного гидролиза 

𝑘𝑘 = 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑛𝑛𝑘𝑘−𝑙𝑙𝑙𝑙𝑛𝑛0
𝑙𝑙𝑙𝑙 2 , 
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позволяет использовать целевой пептид в качестве ме-
дицинского препарата.

Для определения жизнеспособности клеток куль-
туры штамма-продуцента E.  coli Origami2(К12)/pLysS/
рSMT3_HCRG21 было проведено 12 последовательных 
пассажей рабочей посевной культуры. Количество пас-
сажей было выбрано на основе принципа разумной до-
статочности. В результате было показано, что среднее 
количество выросших колоний в 12 последовательных 
пассажах варьирует от 8 до 34 при разведении КЖ в 106 
раз и от 3 до 16 – при разведении в 107 раз (табл.  1). 
Минимальное значение титра жизнеспособных кле-
ток составило 8,3·107  клеток/мл в пассаже VI и макси-
мальное – 1,7·109 клеток/мл в пассаже Х. Основываясь 
на полученных значениях титра жизнеспособных кле-
ток в каждом пассаже было рассчитано количество ге-
нераций клеток культуры. Установлено, что количество 
генераций между пассажами варьирует от 7,1 до 14,2, 
тогда как общее количество генераций в 12 последо-
вательных пассажах культуры оказалось равным 124,4. 
Следовательно, расчетное среднее количество генера-
ций в одном пассаже составляет 10,4 ± 2,3.

Для оценки биосинтетической активности культу-
ры штамма-продуцента был определен уровень экс-
прессии гибридного белка SMT3_HCRG21 клетками 
РПК из КЖ пассажей I, III, VI, IX и XII. Для этого КЖ ин-
кубировали с индуктором экспрессии ИПТГ, после чего 
клетки были гомогенизированы и гибридный белок 
был выделен с помощью Ni-NTA-аффинной хромато-
графии. Концентрация суммарного белка и гибридного 

белка в клеточных лизатах была определена по мето-
ду Лоури. Показано, что содержание гибридного бел-
ка SMT3_HCRG21 в КЖ пассажей I, III, VI, IX и XII варьи-
рует от 8 до 18 % от суммарного белка (табл. 1), тогда 
как среднее значение количества гибридного белка 
составляет 12,8 ± 4,5 %. Хотя было обнаружено незна-
чительное различие в количестве гибридного белка 
в пассажах VI и IX по сравнению с пассажем I; между I 
и XII пассажами достоверного различия не наблюда-
лось, что свидетельствует об экспрессионной стабиль-
ности культуры штамма-продуцента в условиях прове-
денных испытаний.

Для проверки подлинности и уровня продуктив-
ности штамма-продуцента было проведено 14 после-
довательных пассажей ГПК. Перед производством 
в лабораторном и промышленном масштабах лекар-
ственного препарата стабильность высокопродук-
тивных бактериальных штаммов должна быть проде-
монстрирована как минимум в течение 10 пассажей 
вследствие потенциальной возможности мутации или 
потери бактериальными клетками плазмиды. С учетом 
того, что за один пассаж в культуре штамма-продуцента 
E.  coli Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21 происходит 
около 10 генераций, для оценки генетической и экс-
прессионной стабильности были выбраны пассажи I, IX 
и XIV (10, 90 и 140 генераций соответственно). Для этого 
было отобрано по шесть колоний пассажей I, IX и XIV, 
которые инкубировали в жидкой питательной среде 
до достижения необходимой оптической плотности. 
Из половины объема каждого образца была выделена 

ТАБЛИЦА 1

РЕЗУЛЬТАТЫ ПОДСЧЕТА ТИТРА 
ЖИЗНЕСПОСОБНЫХ КЛЕТОК КУЛЬТУРЫ ШТАММА-
ПРОДУЦЕНТА, ЧИСЛА ГЕНЕРАЦИЙ И ОЦЕНКИ 
БИОСИНТЕТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ

TABLE 1

RESULTS OF VIABLE CELL TITER, NUMBER 
OF GENERATIONS, AND BIOSYNTHETIC ACTIVITY 
OF THE PRODUCING STRAIN CULTURE ASSESSMENT

Примечания: достоверные отличия представлены как *(p ≤ 0,05) и **(p ≤ 0,01) относительно количества гибридного белка в пассаже I. Данные представлены как 
среднее ± стандартная ошибка среднего (n = 3).

№ пассажа Разведение 
(d)

Среднее количе‑
ство колоний (n)

Титр клеток в 1 мл 
культуральной 
жидкости (nk)

Расчетное 
количество 
генераций

Количество гибридного 
белка SMT3_HCRG21, % 

от суммарного белка клеток

Рабочая 
посевная культура 105 13,3 1,3·107 - -

I 106 15,7 1,6·108 13,5 17,5±0,9

II 106 12,0 1,2·108 9,6 -

III 106 12,7 1,3·108 10,0 18,0±1,4

IV 107 11,0 1,1·109 13,1 -

V 107 6,0 6,0·108 9,1 -

VI 106 8,3 8,3·107 7,1 9,4±1,6*

VII 107 16,0 1,6·109 14,2 -

VIII 106 34,0 3,4·108 7,7 -

IX 106 34,3 3,4·108 10,0 8,4±2,1**

X 107 16,7 1,7·109 12,3 -

XI 107 6,7 6,7·108 8,6 -

XII 107 3,7 3,7·108 9,1 12,1±0,8
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ДНК; оставшаяся клеточная суспензия была индуциро-
вана ИПТГ для количественной оценки содержания ги-
бридного белка.

Для подтверждения генетической стабильности 
штамма-продуцента был установлен размер гена, ко-
дирующего гибридный белок SMT3_HCRG21. Для этого 
из КЖ шести колоний 10, 90 и 140 генераций была выде-
лена пДНК и проведена ПЦР с использованием универ-
сальных Т7 праймеров, комплементарных участкам Т7 
промотора и терминатора. Выбор олигонуклеотидных 
праймеров связан с тем, что в плазмидном векторе экс-
прессия целевых генов находится под регуляцией Т7 
промотора. В результате ПЦР-амплификации пДНК кло-
нов 10, 90 и 140 генераций были получены фрагменты 
ДНК длиной около 600  н.п. (рис.  1), что соответствует 

длине нуклеотидной последовательности (541  н.п.) 
генетической конструкции pSMT3_HCRG21 с учетом 
Т7-праймеров (20 н.п. для каждого праймера).

Для подтверждения подлинности гена, кодирую-
щего гибридный белок SMT3_HCRG21, было проведено 
секвенирование полученных ПЦР-фрагментов. В ре-
зультате было установлено, что полученные нуклео-
тидные последовательности полностью идентичны 
заявленной в паспорте штамма-продуцента E.  coli Ori-
gami2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21, и включают участки, 
кодирующие гексагистидиновую метку, белок-партнер 
SMT3, сайт для расщепления протеазой Ulp-1, пептид 
HCRG21 и стоп-кодон, что соответствует аминокислот-
ной последовательности гибридного белка (рис. 2). Это 
свидетельствует о подлинности штамма-продуцента 

РИС. 1. 
Электрофореграммы продуктов амплификации пДНК клонов 
(1–6) 10 (А), 90 (Б) и 140 (В) генераций продуцента гибридного 
белка SMT3_HCRG21. 1–6 – фрагменты пДНК клонов 1–6, 7 – 
маркер длин ДНК (100+ bp, Евроген). п.н. – пар нуклеотидов

РИС. 2. 
Нуклеотидная последовательность, полученная в резуль-
тате секвенирования ПЦР-фрагментов клеток клона 1 10-й 
генерации штамма-продуцента E. coli Origami2(К12)/pLysS/
рSMT3_HCRG21, и выведенная аминокислотная последова-
тельность гибридного белка SMT3_HCRG21. Розовым цветом 
показана последовательность белка-партнера SMT3 и сайт 
расщепления протеазой Ulp-1, голубым – последователь-
ность HCRG21, гексагистидиновая метка (6xHis-tag) подчер-
кнута, * – стоп-кодон.

FIG. 1. 
Electropherograms of pDNA amplification products of clones (1–6) 
of 10 (A), 90 (Б) and 140 (В) generations of the producer of the hybrid 
protein SMT3_HCRG21. Lanes 1–6: PCR fragments amplified from 
DNAs of clones 1–6; lane 7: DNA Ladder 100+ bp. bp – base pairs

FIG. 2. 
Nucleotide sequence, determined by sequencing of PCR fragments 
from clone 1 of 10 generation of strain E. coli Origami2(К12)/pLysS/
рSMT3_HCRG21, and deduced amino acid sequence of hybrid pro-
tein SMT3_HCRG21. SMT3 and Ulp-1 site sequence is colored pink, 
HCRG21 sequence is shown in blue. 6xHis-tag is underlined; * – stop 
codon.
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и его способности в течение длительного культивиро-
вания сохранять плазмиду и производить целевой гиб
ридный белок.

Уровень продуктивности штамма оценивали по от-
носительному количеству гибридного белка, который 
был получен после индукции экспрессии ИПТГ в клеточ-
ной суспензии клонов 10, 90 и 140 генераций. Согласно 
электрофоретическому анализу клеточных лизатов, 
полученных в результате экспрессии с последующей 
гомогенизацией ультразвуком (рис. 3), полоса гибрид-
ного белка была выявлена во всех образцах. Молеку-
лярная масса SMT3_HCRG21 составила около 20  кДа, 
что соответствует расчетной массе гибридного белка 
(19,785 кДа). Следует отметить, что полосы гибридного 
белка на электрофореграммах имели практически оди-
наковую интенсивность как при 10, так и при 90 и 140 
генерациях клеток. Используя систему визуализации 
и анализа белковых полос в полиакриламидном геле, 
было определено количественное содержание гибрид-
ного белка SMT3_HCRG21 в каждой генерации по отно-
шению к суммарному содержанию белка. Установлено, 

что среднее содержание гибридного белка в клонах 
10 генераций клеток штамма-продуцента составило 
16,2  ±  1,6  %, тогда как в клонах 90 и 140 генераций – 
16,5 ± 1,9 % и 16,0 ± 1,3 % соответственно (табл. 2). При 
этом среднее содержание гибридного белка между ге-
нерациями сохранялось на уровне 16 %, что свидетель-
ствует о высокой стабильности уровня продуктивности 
штамма.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В проведённом исследовании показано, что рабо-
чая посевная культура клеток штамма-продуцента E. coli 
Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21, который плани-
руется использовать в производстве анальгетического 
пептида HCRG21 в промышленных масштабах, сохраня-
ет жизнеспособность и экспрессионную стабильность 
на протяжении как минимум 12 последовательных пас-
сажей, при этом число генераций культуры в пределах 
одного пассажа сохраняется на уровне 10.

РИС. 3. 
Электрофореграммы клеточных лизатов 10 (А), 90 (Б) и 140 
(В) генераций главного банка штамма-продуцента гибридно-
го белка SMT3_HCRG21. 1–6 – клеточные лизаты колоний 1–6; 
М – маркер молекулярных масс, К – лизат клеток, не подвер-
гавшихся индукции экспрессии (контроль). Стрелками указан 
гибридный белок

FIG. 3. 
Electrophoregrams of cell lysates obtained from 10 (А), 90 (Б) и 140 
(В) generations of primary strain bank. 1–6 – cell lysates of clones 
1–6; M – protein ladder; K – lysate from cells incubated without IPTG 
(negative control). The arrows indicate the fusion protein

ТАБЛИЦА 2

ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ ГИБРИДНОГО БЕЛКА 
SMT3_HCRG21 В ПРОЦЕССЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНЫХ 
ПЕРЕСЕВОВ (ДЛЯ ШЕСТИ КОЛОНИЙ)

TABLE 2

DYNAMICS OF SMT3‑HCRG21 FUSION PROTEIN 
EXPRESSION DURING SUCCESSIVE PASSAGES FOR 
SIX COLONIES

№ колонии
Количество гибридного белка SMT3_HCRG21, % от суммарного белка клеток

10 генераций 90 генераций 140 генераций

1 15 19 17

2 16 17 14

3 17 15 15

4 15 18 16

5 19 14 17

6 15 16 17
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Анализ плазмидной ДНК и уровень продукции 
гибридного белка в клонах 10, 90 и 140 генераций 
позволил установить, что данный штамм-продуцент 
обладает генетической и экспрессионной стабильно-
стью на протяжении 14 последовательных пассажей. 
Размер и последовательность гена, кодирующего гиб
ридный белок, соответствует заявленному в паспорте 
штамма-продуцента. Таким образом, штамм-продуцент 
E.  coli Origami2(К12)/pLysS/рSMT3_HCRG21 является 
стабильным и может быть использован в производстве 
анальгетического пептида HCRG21.
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