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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Использование профилактических вакцин против ВПЧ показа-
ло эффективность в снижении заболеваемости раком шейки матки. Дрожжи 
Kluyveromyces lactis являются перспективной платформой для получения ре-
комбинантных вакцинных антигенов благодаря статусу GRAS, наличию эука-
риотической системы посттрансляционных модификаций и низкой стоимо-
сти питательных сред.
Цель исследования. Разработка штамма-продуцента на основе Kluyveromy-
ces lactis для получения рекомбинантного белка L1 вируса папилломы человека 
18 типа.
Материалы и методы. Для экспрессии гена L1 ВПЧ 18 типа сконструирова-
ны два интеграционных вектора. Первый – pPOG-HPV18 с конститутивным 
промотором GAP, второй – pKB-HPV18 с индуцибельным промотором LAC4. 
Полученными векторами трансформировали клетки K. lactis методом элек-
тропорации. Культивирование рекомбинантных штаммов проводили на сре-
де YEPm. Индукцию синтеза белка для штамма K. lactis / pKB-HPV18 проводили 
с помощью лактозы. Целевой белок из клеточных лизатов выделяли методом 
ионообменной хроматографии (SP Seplife). Идентификацию белка проводили 
с помощью хромато-масс-спектрометрии. Эксперименты выполнены в трех 
биологических повторностях. Статистическую значимость различий оцени-
вали с использованием t-критерия Стьюдента (p < 0,05).
Результаты. Получены штаммы-продуценты для обеих конструкций. Выход 
биомассы для K. lactis / pPOG-HPV18 составил 20 г/л, для K. lactis / pKB-HPV18 – 
34 г/л. Степень чистоты целевого белка после одной стадии очистки достиг-
ла 70–80 % для конститутивной системы и приблизилась к 90 % для индуци-
бельной системы. Методом хромато-масс-спектрометрии подтверждена 
идентичность и структурная целостность полученного белка.
Заключение. Сконструированы два штамма-продуцента K. lactis, обеспечи-
вающие синтез белка L1 ВПЧ 18 типа. Система с индуцибельным промотором 
LAC4 показала более высокий выход биомассы и степень чистоты целевого 
белка по сравнению с конститутивной системой. Полученные результаты 
создают основу для дальнейшей разработки доступной системы продукции 
вакцинного антигена ВПЧ 18 типа.
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добные частицы
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ABSTRACT

Background. The use of prophylactic HPV vaccines has demonstrated effectiveness 
in reducing the incidence of cervical cancer. The yeast Kluyveromyces lactis is a prom-
ising platform to produce recombinant vaccine antigens, owing to its GRAS status, eu-
karyotic post translational modification capabilities, and the low cost nutrient media.
Aim. To develop a producer strain based on Kluyveromyces lactis for the production 
of recombinant human papillomavirus type 18 L1 protein.
Materials and Methods. For the expression of the HPV18 L1 gene, two integrative 
vectors were constructed. The first, pKB-HPV18, with a constitutive GAP promoter, 
and the second, pKB-HPV18, with an inducible LAC4 promoter. K. lactis cells were trans-
formed with the obtained vectors by electroporation. Recombinant strains were culti-
vated in YEPm medium. Protein synthesis induction for the K. lactis/pKB-HPV18 strain 
was performed using lactose. The target protein was isolated from cell lysates by ion 
exchange chromatography (SP Seplife). Protein identification was carried out using 
liquid chromatography–tandem mass spectrometry (LC MS/MS). All experiments were 
performed in three biological replicates. Statistical significance was assessed using Stu-
dent’s t-test (p < 0.05).
Results. Producer strains were obtained for both constructs. The biomass yield was 
20 g/L for K. lactis/pKB-HPV18 and 34 g/L for K. lactis/pKB-HPV18. The purity of the target 
protein after a single ion-exchange chromatography step reached 70–80% for the con-
stitutive system and approached 90% for the inducible system. The identity and struc-
tural integrity of the obtained protein were confirmed using LC MS/MS.
Conclusion. Two K. lactis producer strains capable of synthesizing HPV18 L1 protein 
were successfully constructed. The system with the inducible LAC4 promoter showed 
higher biomass yield and target protein purity compared to the constitutive system. 
These results provide a foundation for the further development of an affordable pro-
duction system for the HPV18 vaccine antigen.
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ВВЕДЕНИЕ

Рак шейки матки (РШМ) остается одной из ведущих 
причин заболеваемости и смертности от злокачествен-
ных новообразований среди женщин во всем мире. 
Ежегодно регистрируется более 660 000 новых случаев 
и 348 000 летальных исходов, при этом среди женщин 
репродуктивного возраста РШМ занимает второе ме-
сто в структуре смертности от онкологических забо-
леваний [1, 2]. Основным этиологическим фактором 
развития заболевания является персистирующая ин-
фекция, вызванная вирусом папилломы человека (ВПЧ) 
высокого канцерогенного риска. ДНК ВПЧ обнаружива-
ется в 99,8 % случаев РШМ, при этом на долю типов 16 
и 18 приходится 71 % всех случаев [1–4]. Структура цир-
кулирующих генотипов существенно варьируется в за-
висимости от региона, что определяет необходимость 
региональной адаптации вакцинных препаратов [5].

РШМ является единственным злокачественным 
новообразованием, которое может быть элиминиро-
вано с помощью профилактических мер. В 2020 году 
Всемирной организацией здравоохранения принята 
Глобальная стратегия ускоренной ликвидации рака 
шейки матки, ключевым элементом которой является 
массовая вакцинация [1, 2]. Для осуществления данной 
стратегии необходима разработка доступных и эффек-
тивных вакцинных препаратов, способных обеспечить 
охват населения в странах с различным уровнем жизни.

В основе современных вакцин против ВПЧ лежат 
рекомбинантные субъединичные препараты, пред-
ставляющие собой вирусоподобные частицы (VLP), 
сформированные из основного капсидного белка L1. 
В качестве продуцентов зарегистрированных вак-
цин против ВПЧ в настоящее время используются 
бактерии (Escherichia coli), дрожжи (Saccharomyces 
cerevisiae, Hansenula polymorpha, Komagatealla phaffii 
(ранее Pichia pastoris) и клетки насекомых (бакулови-
русная система экспрессии) [6–8]. В данном случае, 
преимущества и недостатки каждой из систем экс-
прессии выражаются в стоимости культивирования, 
корректности посттрансляционных модификаций, 
обеспечивающих валидную сборку иммуногенных 
VLP, и выходе целевого белка.

Дрожжи представляют собой безопасную, 
за счёт статуса GRAS (Generally Recognized as Safe), 
и привлекательную платформу для получения реком-
бинантных белков фармацевтического назначения, 
благодаря простоте культивирования, отсутствию эн-
дотоксинов, а также наличию эукариотического аппа-
рата посттрансляционных модификаций. В настоящее 
время в качестве дрожжевых продуцентов активно 
используется вид Saccharomyces cerevisiae, однако его 
применение может осложняться рядом факторов, та-
ких как склонность к гипергликозилированию проду-
цируемых белков, а также аллергенность α-1,3-связан-
ных остатков маннозы на концах N-углеводных цепей. 
Хорошей альтернативой S.  cerevisiae может стать вид 
дрожжей Kluyveromyces lactis, который обладает анало-
гичными преимуществами, но при этом демонстрирует 

отрицательный эффект Крэбтри и более аутентичное 
гликозилирование, что характеризует его как метабо-
лически более эффективного продуцента [9, 10].

Природная способность K. lactis метаболизировать 
лактозу в качестве единственного источника углерода 
в среде обусловлена наличием генов лактозного опе-
рона: LAC4 – кодирует β-галактозидазу и LAC12 – коди-
рует пермеазу лактозы. Это преимущество позволяет 
K. lactis использовать молочную сыворотку – основной 
отход молочной продукции с высоким содержанием 
лактозы (4–5 %), белков и витаминов, как питательную 
среду. Использование молочной сыворотки при куль-
тивировании K.  lactis может в значительной степени 
снизить стоимость производства рекомбинантных бел-
ков, что играет ключевую роль в обеспечении доступ-
ности вакцин в странах со средним и низким индексом 
жизни, где проблема ВПЧ-ассоциированных заболева-
ний проявляется наиболее выраженно [11, 12].

Кроме того, сам промотор LAC4, индуцируемый 
лактозой, может быть использован для управляемой 
экспрессии целевого гена, что создает дополнительную 
технологическую гибкость: в процессе культивирова-
ния на молочной сыворотке происходит как накопле-
ние биомассы, так и индукция синтеза рекомбинантно-
го белка без необходимости внесения дополнительных 
дорогостоящих индукторов.

Таким образом, K.  lactis представляет собой 
не только безопасную и технологичную платформу 
для экспрессии гетерологичных белков, но и позволяет 
интегрировать концепцию устойчивого производства 
за счёт использования возобновляемого и малозатрат-
ного сырья.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Целью настоящего исследования является раз-
работка штамма-продуцента на основе Kluyveromyces 
lactis для получения рекомбинантного белка L1 вируса 
папилломы человека 18 типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Конструирование экспрессионных векторов
Для экспрессии гена L1 ВПЧ 18 типа использовали 

два вектора: pPOG, содержащий конститутивный про-
мотор GAP, и pKB, содержащий индуцибельный про-
мотор LAC4. Ген L1, оптимизированный по кодонному 
составу для экспрессии в дрожжах, синтезировали 
на заказ (ООО «ДНК-синтез», Россия). Синтезирован-
ный ген и векторы pPOG и pKB обрабатывали рестрик-
тазами HindIII и AspA2I (ООО «СибЭнзайм», Россия). 
Полученные продукты очищали и лигировали при 
помощи лигазы бактериофага Т4 (ООО «СибЭнзайм», 
Россия). Продуктами лигазной реакции трансформи-
ровали E. coli штамм NEB stable. ДНК клонов выделяли 
с использованием набора Plasmid MiniPrep Kit (Qiagen, 
Германия). Для подтверждения корректности сборки 
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и отсутствия мутаций в кодон-оптимизированной по-
следовательности гена L1 проводили секвенирование 
по Сенгеру (ЦКП «Геномика», Россия). Анализ секвено-
грамм подтвердил 100  % идентичность нуклеотидной 
последовательности.

Трансформация Kluyveromyces lactis
Клетки K. lactis (штамм SVB-1) выращивали в среде 

YEPD (1 % дрожжевой экстракт, 2 % пептон, 2 % глюкоза) 
до середины логарифмической фазы (OD₆₀₀ ~ 1,0–1,5), 
осаждали центрифугированием (1500  g, 5  мин, 4°C), 
дважды промывали ледяной стерильной водой и одно-
кратно — 1 М сорбитолом. К 40 мкл клеток добавляли 
1–2 мкг плазмидной ДНК (pPOG-HPV18 или pKB-HPV18). 
Электропорацию проводили в кюветах с зазором 2 мм 
при напряжении 1,5 кВ, емкости 25 мкФ и сопротивле-
нии 200 Ом (Gene Pulser Xcell, Bio-Rad, США). После им-
пульса клетки ресуспендировали в 1 мл 1 М сорбитола, 
инкубировали 1 ч при 30°C и высевали на селективную 
агаризованную среду YEPm с зеоцином (1 мг/мл).

Условия культивирования
Для инокулята единичные колонии трансфор-

мантов переносили в пробирки с 5  мл среды YEPm 
(дрожжевой экстракт — 10  г/л, пептон — 20  г/л, глю-
коза — 20 г/л, KH₂PO₄ — 1 г/л) после стерилизации до-
бавляли глюкозу до 2 %, пантотенат кальция до 1,6 мкг/
мл и зеоцин до 0,1 мг/мл. Культивирование проводили 
при 30°C, 220 об/мин в течение 24 ч.

Для наработки белка использовали среду анало-
гичного состава с конечной концентрацией глюкозы 
3 %. Инокулят вносили в количестве 1 % в конические 
колбы (250 мл среды в колбах объемом 1 л) и культиви-
ровали при 30°C, 230 об/мин в течение 144 ч. Для ин-
дукции экспрессии в системе с промотором LAC4 через 
48 ч вносили [галактозу/лактозу] до конечной концен-
трации 3 %.

Получение клеточного лизата
Клетки осаждали центрифугированием (10  000  g, 

20  мин, 4°C). Осадок (20  г влажных клеток) ресуспен-
дировали в 200  мл ледяного буфера (20  мМ фосфат 
натрия, 1  мМ PMSF, 1,7  мМ ЭДТА, 20  мМ NaCl, pH  7,0) 
и инкубировали 10 мин при 2–8°C. Разрушение прово-
дили в гомогенизаторе высокого давления YC-NANO10 
(Yocell Biotechnology, Китай) при 900–1000 бар, четыре 
цикла при показателе пульсации – 15, с охлаждением 
системы до 10°C. Степень разрушения контролировали 
по оптической плотности и микроскопически. Лизат 
центрифугировали (10 000 g, 30 мин, 4°C), супернатант 
(250 мл) отбирали для очистки.

Ионообменная хроматография
Очистку проводили на хроматографе ÄKTA pure 

150M (GE HealthCare, США) с использованием колон-
ки SP Seplife (объем 20 мл), уравновешенной буфером 
(50  мМ фосфат натрия, 20  мМ NaCl, рН  6,2). Суперна-
тант (250 мл) наносили на колонку, элюцию проводили 
15-кратным градиентом увеличения концентрации NaCl 
с 20 мМ до 1 М в буфере (50 мМ фосфат натрия, рН 6,2). 
Фракции собирали с момента достижения показателя 
поглощения элюата 50  mAU при длине волны 280  нм. 
Целевые фракции объединяли и концентрировали 

на центрифужных концентраторах с порогом отсече-
ния 10 кДа (Amicon Ultra, Merck Millipore, Ирландия).

Хромато-масс-спектрометрия
Белок растворяли в 300  мкл буфера для денату-

рации (7 М мочевина, 50 мМ трис-HCl, pH 8,0), инкуби-
ровали 30 мин при 95°C, добавляли DTT до 4 мМ и ин-
кубировали еще 30  мин при 95°C. После охлаждения 
добавляли йодацетамид до 15  мМ и инкубировали 
30 мин в темноте при комнатной температуре. Образец 
разбавляли 1200 мкл 50 мМ трис-HCl (pH 8,0). К 700 мкл 
раствора добавляли 10 мкг трипсина Sequencing Grade 
(Promega, США) и инкубировали 18 ч при 37°C.

Разделение продуктов гидролиза проводили на ко-
лонке C18 (2,1 × 150 мм, 2,7 мкм, AdvancedBio Peptide 
Plus, Agilent, США) в градиенте растворителей: А — вода 
с 0,1 % муравьиной кислоты, Б — ацетонитрил с 0,1 % 
муравьиной кислоты, скорость потока 0,2 мл/мин (гра-
диент: 0 мин — 5 % Б, 44 мин — 40 % Б, 48 мин — 95 % 
Б). Детектирование проводили на квадруполь-время-
пролетном масс-спектрометре LC/qTOF 6530 (Agilent, 
США) с ионизацией электроспреем в положительном 
режиме. Параметры: напряжение на капилляре 4000 В, 
температура газа 350°C, скорость потока газа 10 л/мин, 
диапазон сканирования MS¹ 100–2000  m/z, MS² 50–
2000 m/z, энергия соударений 0,045 × (m/z).

Идентификацию белков проводили с использова-
нием алгоритма Comet [13] по базе данных аминокис-
лотных последовательностей L1 ВПЧ 18 типа.

Статистический анализ
Все эксперименты по культивированию и очистке 

целевого белка выполнены в трех независимых био-
логических повторностях (n  =  3). Результаты пред-
ставлены как среднее арифметическое значение ± 
стандартное отклонение (M  ±  SD). Статистическую 
значимость различий между группами оценивали 
с использованием двустороннего t-критерия Стью-
дента для несвязанных выборок. Различия считали 
статистически значимыми при p  <  0,05. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism версия 
8.0 (GraphPad Software, США) или Microsoft Excel (Mic-
rosoft Corp., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для получения рекомбинантного белка L1 вируса 
папилломы человека 18 типа были сконструированы 
две экспрессионные плазмидные конструкции на ос-
нове векторов pPOG и pKB.

Вектор pPOG содержит конститутивный промо-
тор GAP (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 
Kluyveromyces lactis, обеспечивающий постоянный 
уровень транскрипции целевого гена, и селективный 
маркер зеоцин, позволяющий проводить отбор транс-
формантов на среде, содержащей данный антибиотик. 
Ген L1 ВПЧ 18 типа, оптимизированный по кодонному 
составу для экспрессии в дрожжах, был клониро-
ван в составе вектора под контроль промотора GAP. 
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Полученная плазмидная конструкция pPOG-HPV18 
представлена на рисунке 1А. 

Вектор pKB содержит индуцибельный промотор 
LAC4 (β-galactosidase) Kluyveromyces lactis, активируе-
мый в присутствии лактозы или галактозы, что позво-
ляет разделить фазы накопления биомассы и индукции 
целевого белка. Ген L1 ВПЧ 18 типа был клонирован 
под контроль промотора LAC4, в результате чего полу-
чена конструкция pKB-HPV18 (рис.  2А). Корректность 
встраивания гена-мишени в обеих конструкциях под-
тверждена секвенированием. Анализ секвенограмм 
показал сохранение нуклеотидной последовательно-
сти: в целевом гене L1 ВПЧ 18 типа отсутствовали ну-
клеотидные замены, делеции или инсерции.

Полученными плазмидными конструкциями 
pPOG-HPV18 и pKB-HPV18 трансформировали клет-
ки K.  lactis методом электропорации. Трансформанты 
отбирали на селективной среде с добавлением зео-
цина (1  мг/мл). После 3–5 суток инкубации при 30°C 
были получены единичные колонии трансформантов 
для каждой конструкции. Отбор клонов-продуцентов 
проводили на основе анализа экспрессии целевого 
белка методом электрофореза в полиакриламидном 
геле (ПААГ) в денатурирующих условиях.

Для каждого типа промотора были оптимизирова-
ны условия культивирования, обеспечивающие макси-
мальный выход целевого белка. Для продуцента на ос-
нове K. lactis / pPOG-HPV18 (конститутивный промотор) 

культивирование проводили в среде YEPm с начальной 
концентрацией глюкозы 3 % в течение 144 ч при 30°C. 
Постоянная экспрессия гена L1 под контролем про-
мотора GAP обеспечила накопление целевого белка 
на протяжении всего периода культивирования без не-
обходимости внесения дополнительных индукторов.

Для продуцента несущего плазмиду pKB-HPV18 (ин-
дуцибельный промотор) культивирование проводи-
ли в две стадии: накопление биомассы в течение 48 ч 
на среде YEPm с глюкозой, после чего вносили лактозу 
в качестве индуктора до конечной концентрации в сре-
де 3 % и продолжали культивирование в течение сле-
дующих 96 ч при тех же условиях. Такая схема культиви-
рования позволила минимизировать метаболическую 
нагрузку на клетки в фазе роста и обеспечила высокий 
уровень экспрессии после индукции.

По истечении времени культивирования биомас-
су отделяли центрифугированием. Выход влажной 
биомассы составил 20,1 ± 1,5 г/л для продуцента K. lac-
tis / pPOG-HPV18 и 34,3 ± 2,1 г/л для K. lactis / pKB-HPV18 
(p < 0,05). Дезинтеграцию клеток проводили с исполь-
зованием гомогенизатора высокого давления за четы-
ре цикла при показателе 900–1000  бар. Степень раз-
рушения клеток оценивали по изменению оптической 
плотности и микроскопически, по истечении процес-
са она составила 98 %. Центрифугированием осажда-
ли клеточные обломки, получая супернатант, содер-
жащий фракцию растворимого целевого белка.

РИС. 1. 
Продукция белка L1 ВПЧ 18 типа в системе с конститутив-
ным промотором GAP. А — карта плазмидного вектора 
pPOG-HPV18, содержащего ген L1 под контролем промотора 
GAP. В — электрофореграмма белка L1, выделенного из био-
массы продуцента K. lactis / pPOG-HPV18. Дорожки: 1 — мар-
кер молекулярной массы, 2 — белок L1 после ионообменной 
хроматографии, основная полоса соответствует белку L1 
(~55 кДа).

FIG. 1. 
Production of HPV type 18 L1 protein in a system with a constitu-
tive GAP promoter. (А) Map of the pPOG-HPV18 plasmid vector, 
containing the L1 gene under the control of the GAP promoter. 
(В) Electrophorogram of the L1 protein isolated from the biomass 
of the producer strain K. lactis/pPOG-HPV18. Lanes: 1 – Molecular 
weight marker; 2 – L1 protein fraction after ion-exchange chroma-
tography, the main band corresponds to the L1 protein (~55 kDa).

А В
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Выделение рекомбинантного белка L1 из получен-
ных лизатов проводили методом ионообменной хро-
матографии на колонке SP Seplife. Целевые фракции, 
соответствующие молекулярной массе олигомерных 
форм белка L1, объединяли и концентрировали. Чисто-
ту и молекулярную массу полученного белка оценива-
ли методом электрофореза в 10 % ПААГ.

На рисунке 1В представлены результаты электро-
форетического анализа белка L1, выделенного из био-
массы продуцента K. lactis / pPOG-HPV18. На рисунке 2В 
представлены аналогичные данные для продуцента 
K.  lactis / pKB-HPV18. В обоих случаях наблюдается по-
лоса, соответствующая молекулярной массе белка L1 
(около 55–60  кДа), что подтверждает успешную про-
дукцию целевого белка в обеих системах. В то же время 
проведение очистки при помощи одной стадии ионоо-
бменной хроматографии не позволило полностью очи-
стить целевой белок. Степень чистоты целевого белка 
после одной стадии ионообменной хроматографии 
составила 75,4 ± 3,2 % для продуцента K. lactis / pPOG-
HPV18 и 89,1 ± 2,5 % для K. lactis / pKB-HPV18 (p < 0,05).

Идентичность и структурная целостность полу-
ченного рекомбинантного белка L1 ВПЧ 18 типа были 
подтверждены методом хромато-масс-спектрометрии. 
По результатам обработки трипсином и последующего 
анализа на тандемном квадруполь-времяпролетном 
масс-спектрометре для обеих фракций были иденти-
фицированы пептиды, соответствующие референс-
ной последовательности L1 ВПЧ 18 типа. Для фракции 

I идентифицировано 635 пептидов с максимальным 
SCORE 136, для фракции II — 685 пептидов с максималь-
ным SCORE 200. Полученные данные подтверждают, 
что исследуемые образцы содержат целевой белок L1 
ВПЧ 18 типа.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании была продемонстри-
рована возможность получения рекомбинантного 
белка L1 вируса папилломы человека 18 типа с исполь-
зованием дрожжевой системы экспрессии на основе 
Kluyveromyces lactis. Выбор K.  lactis в качестве проду-
цента обусловлен рядом преимуществ, включая статус 
GRAS, наличие эукариотического аппарата посттранс-
ляционных модификаций и отсутствие эндотоксинов. 
Кроме того, способность K.  lactis утилизировать лак-
тозу, позволяет использовать дешевые питательные 
среды на основе молочной сыворотки. Важно отме-
тить, что преимущества использования молочной сы-
воротки в системе с K.  lactis не ограничиваются низ-
кой стоимостью субстрата. Во-первых, данный подход 
позволяет реализовать «одностадийную» стратегию 
культивирования, поскольку лактоза выступает одно-
временно и источником углерода, и индуктором про-
мотора LAC4, что исключает необходимость внесения 
дополнительных индукторов (например, галактозы 
или метанола) на поздних стадиях ферментации. Это 

РИС. 2. 
Продукция белка L1 ВПЧ 18 типа в системе с индуцибельным 
промотором LAC4. А — карта плазмидного вектора pKB-
HPV18, содержащего ген L1 под контролем промотора LAC4. 
В — электрофореграмма белка L1, выделенного из биомассы 
продуцента K. lactis / pKB-HPV 18. Дорожки: 1 — маркер моле-
кулярной массы, 2 — белок L1 после ионообменной хромато-
графии, основная полоса соответствует белку L1 (~55 кДа).

FIG. 2. 
Production of HPV type 18 L1 protein in a system with an induc-
ible LAC4 promoter. (А) Map of the pKB-HPV18 plasmid vector, 
containing the L1 gene under the control of the LAC4 promoter. 
(В) Electrophorogram of the L1 protein isolated from the biomass 
of the producer strain K. lactis/pKB-HPV18. Lanes: 1 – Molecular 
weight marker; 2 – L1 protein fraction after ion-exchange chroma-
tography, the main band corresponds to the L1 protein (~55 kDa).
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не только снижает себестоимость, но и упрощает тех-
нологический процесс, уменьшая риск контаминации. 
Во-вторых, молочная сыворотка содержит набор ми-
кроэлементов и витаминов, которые могут оказывать 
положительное влияние на физиологическое состо-
яние клеток и снижать стресс, связанный с продукци-
ей гетерологичного белка. В-третьих, использование 
отходов молочной промышленности решает экологи-
ческую проблему их утилизации, что является важным 
аспектом устойчивого развития биотехнологических 
производств [11, 12].

Что касается аллергенности рекомбинантного 
белка L1, полученного в K. lactis, то данный продуцент 
имеет преимущество перед S. cerevisiae. Клетки S. cere-
visiae известны способностью к гипергликозилирова-
нию и содержат терминальные α-1,3-связанные остат-
ки маннозы, которые являются сильными аллергенами 
и могут вызывать нежелательные иммунные реакции 
у человека [9, 10]. В отличие от них, K.  lactis характе-
ризуется более короткими и аутентичными N-связан-
ными углеводными цепями, лишёнными α-1,3-ман-
нозных эпитопов, что потенциально снижает риск 
аллергических реакций при вакцинации. Тем не менее, 
для окончательного заключения о безопасности и им-
муногенности полученного препарата необходимы до-
полнительные исследования in vitro (тесты на клеточ-
ных культурах) и in vivo (экспериментальные животные 
модели), включая оценку специфического IgE-ответа.

В ходе работы было сконструировано два плаз-
мидных интеграционных вектора, первый – pPOG-
HPV18 с конститутивным промотором GAP, вто-
рой  – pKB-HPV18 с индуцибельным промотором 
LAC4. Обе конструкции были успешно использованы 
для трансформации K.  lactis и получения стабильных 
клонов-продуцентов.

Анализ накопления целевого белка выявил раз-
личия между двумя системами. Продуцент K.  lactis / 
pPOG-HPV18 обеспечивал непрерывный синтез бел-
ка L1 на протяжении всего периода культивирования, 
что характерно для конститутивных промоторов. Од-
нако выход биомассы для данной системы составил 
20,1 ± 1,5 г/л, что статистически значимо ниже (p < 0,05) 
показателя для K. lactis / pKB-HPV18 (34,3 ± 2,1 г/л). Веро-
ятно, это связано с тем, что постоянная экспрессия гена 
гетерологичного белка создает метаболическую на-
грузку на клетки, направляя ресурсы на синтез реком-
бинантного белка в ущерб накоплению биомассы [14].

В системе с индуцибельным промотором LAC4 
двухстадийная стратегия культивирования (накопле-
ние биомассы на глюкозе с последующей индукцией 
лактозой) позволила сначала достичь высокой плот-
ности клеток, а затем инициировать синтез целевого 
белка. Более высокий выход биомассы (34,3  ±  2,1  г/л) 
и более высокая степень чистоты после одной стадии 
ионообменной хроматографии (89,1  ±  2,5  % против 
75,4 ± 3,2 % для K. lactis / pPOG-HPV18, p < 0,05) свиде-
тельствуют о преимуществах индуцибельной системы.

Более высокая чистота может объясняться 
тем, что индукция экспрессии на поздних стадиях 

культивирования снижает накопление белков клеточ-
ного стресса и протеолитических ферментов, которые 
могут негативно влиять на процесс хроматографиче-
ской очистки [15].

Очистка рекомбинантного белка L1 с использо-
ванием одной стадии ионообменной хроматографии 
на SP Seplife позволила получить белок с чистотой 
70–90 % в зависимости от системы экспрессии. Сбор 
фракций при проведении ионообменной хромато-
графии производился по оптической плотности при 
λ  =  280  нм. Анализ фракций производили методом 
электрофореза в 10 % ПААГ в редуцирующих услови-
ях. Однако, для оценки потенциальной иммуногенно-
сти, обусловленной корректной сборкой вирусопо-
добных частиц, необходимы дополнительные методы 
анализа, позволяющие оценить структуру VLP, такие 
как электронная микроскопия и динамическое рассе-
яние света [16, 17].

Получение высокой степени чистоты образца 
(до 90  % для pKB-HPV18) при проведении односта-
дийной хроматографии представляет собой положи-
тельный результат, учитывая, что при промышленном 
производстве вакцин зачастую используется несколь-
ко этапов очистки [18]. Следующие этапы оптимизации 
процесса могут включать ионообменную или аффин-
ную хроматографии для соответствия образца требо-
ваниям чистоты фармакопеи (> 95 %).

Методом хромато-масс-спектрометрии было под-
тверждено соответствие полученного образца иско-
мой аминокислотной последовательности. Иденти-
фикация 635 пептидов для фракции I и 685 пептидов 
для фракции II при высоких значениях SCORE (136 
и 200 соответственно) подтверждает, что исследуе-
мые образцы соответствуют референсной последова-
тельности рекомбинантного L1 ВПЧ 18 типа, а высокое 
покрытие последовательности (порядка 87 %) свиде-
тельствует о структурной целостности белка и отсут-
ствии у него значительных деградационных измене-
ний в процессе очистки.

Помимо подтверждения идентичности белка, ме-
тод хромато-масс-спектрометрии позволяет оценить 
посттрансляционные модификации, в том числе гли-
козилирование [19]. В случае основного капсидного 
белка ВПЧ, способного самоорганизовываться в VLP, 
характер гликозилирования может оказывать влияние 
на иммуногенность и стабильность VLP. Дальнейший 
анализ данных хромато-масс-спектрометрии на при-
сутствие N-гликозилирования по консервативным сай-
там (Asn-X-Ser/Thr) позволит оценить, насколько гли-
козилирование рекомбинантного L1, полученного 
в K.  lactis, отличается от такового в других дрожжевых 
системах и соответствует ли оно нативному белку.

Одним из ключевых преимуществ K. lactis, которое 
было отмечено во введении, является его способность 
утилизировать лактозу. Хотя в настоящем исследова-
нии культивирование производилось на стандартной 
среде YEPm с глюкозой, полученные результаты созда-
ют основу для перехода на более дешевые питательные 
среды. Использование молочной сыворотки в качестве 
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основного источника углерода и энергии не только 
снижает себестоимость производства, но и решает эко-
логическую проблему утилизации отходов молочной 
промышленности [20].

Особый интерес представляет синергия между 
использованием молочной сыворотки и промото-
ром LAC4. Поскольку лактоза одновременно является 
и питательным субстратом, и индуктором экспрессии, 
можно разработать одностадийный процесс культиви-
рования на молочной сыворотке, в котором накопле-
ние биомассы и индукция целевого белка происходят 
автоматически по мере потребления лактозы. Это су-
щественно упрощает технологический процесс и сни-
жает потребность в дорогостоящих индукторах, таких 
как галактоза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе успешно сконструированы 
два штамма-продуцента Kluyveromyces lactis, экспрес-
сирующие рекомбинантный белок L1 вируса папилло-
мы человека 18 типа под контролем конститутивного 
промотора GAP и индуцибельного промотора LAC4. 
Показано, что система с индуцибельным промотором 
LAC4 обеспечивает статистически значимо более вы-
сокий выход биомассы (34,3 ± 2,1 г/л) и степень чисто-
ты целевого белка после одной стадии ионообменной 
хроматографии (89,1 ± 2,5 %) по сравнению с консти-
тутивной системой (20,1 ± 1,5 г/л и 75,4 ± 3,2 % соответ-
ственно; p < 0,05). Идентичность белка подтверждена 
методом хромато-масс-спектрометрии. Полученные 
результаты создают основу для дальнейшей разработ-
ки доступной вакцины против ВПЧ 18 типа на основе 
дрожжевой платформы K. lactis с потенциалом исполь-
зования молочной сыворотки в качестве дешевой пи-
тательной среды.
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