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Антимикробные пептиды (АМП) представляют собой короткие бел-

ковые молекулы, которые вырабатываются клетками растений, животных 

и человека для борьбы с патогенами и могут выступать альтернативой ан-

тибиотикам.  

Эскулентин-1a относится к семейству пептидов эскулентина-1 кож-

ных секретов лягушек вида Rana esculenta [1]. Активность этого пептида 

против многих видов патогенных бактерий и грибов обусловлена N-кон-

цевой областью, обладающей зарядом полноразмерного пептида (+5 при 

нейтральном значении рН) [2]. Для получения в клетках бактерий Esche-

richia coli небольших пептидов целесообразно использовать технологию 

слияния генов для получения фьюжн-белков, в которых фьюжн-партнёром 

может выступать, например, малый убиквитин-подобный модификатор 

(small ubiquitin-related modifier, SUMO) Saccharomyces cerevisiae [3], стаби-

лизирующий и повышающий растворимость фьюжн-белков. 

Целью данной работы являлось получение N-концевого фрагмента 

эскулентина-1a в составе фьюжн-белка совместно с SUMO в клетках бак-

терий E. coli. 

Материалы и методы 

Плазмиду pET-Esc-a(1-21), содержащую ген N-концевого фрагмента 

эскулентина-1а, клонированный по сайтам рестрикции Nde I и Eco RI, ис-

пользовали для получения гибридного гена HST-Esc-a(1-21). Плазмида 

pET-6хHis-SUMO-TEV содержала последовательность 6хHis-SUMO-TEV, 

клонированную по сайту рестрикции Nde I. 

Штамм E. coli XL-1 Blue (F' proABlacIqlacZΔM15Tn10(Tcr)/recA1  

endA1gyrA96(Nalr) thi-1 hsdR17supE44 relA1 lac) из коллекции кафедры мо-

лекулярной биологии и штамм E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (F' ompT 

hsdS (rBmB) dcm+Tetr gal λ (DE3) endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW 

Strep/Specr] из коллекции кафедры микробиологии биологического фа-

культета БГУ использовали для клонирования и индуцибельной экспрес-

сии гибридного гена соответственно. 

Клонирование гибридного гена в клетках E. coli и ДСН-ПААГ-

электрофорез клеточных белков проводили согласно стандартным методи-

кам [4–6]. Бактериальные клетки разрушали гомогенизатором высокого 

давления «Panda Plus» (Италия). Цифровые фотографии окрашенных по-

лиакриламидных гелей анализировали при помощи пакета программ  

TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd., Великобритания). 
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Результаты и обсуждение 

Сшивание гена N-концевого фрагмента эскулентина-1а — Esc-a(1-21) 

с нуклеотидной последовательностью 6хHis-SUMO-TEV (HST) в составе 

вектора для экспрессии позволяет получить фьюжн-белок HST-Esc(1-21), 

который на N-конце содержит белок SUMO, снабженный полигистидино-

вой аффинной меткой для никель-хелатной хроматографии (6xHis), а на  

С-конце — Esc-a(1-21). Между белком-партнёром и АМП находится сайт 

узнавания для TEV протеазы в целях удаления фьюжн-партнера от целево-

го белка.  

Для получения гибридного гена нуклеотидную последовательность 

HST по сайту рестрикции Nde I вырезали из плазмиды рЕТ-6xHis-SUMO-

TEV и клонировали в составе плазмиды pET-Esc-a(1-21). Полученной в ре-

зультате лигирования рекомбинантной плазмидой pET-HST-Esc-a(1-21) 

трансформировали бактерии E. сoli XL-1 Blue. Далее осуществляли про-

верку трансформантов на наличие вставки при помощи ПЦР, проверяли 

правильность ориентации вставки HST рестрикционным анализом и секве-

нированием.  

С целью выявления фьюжн-белка рекомбинантной плазмидой pET-

HST-Esc-а(1-21) трансформировали клетки штамма E. coli BL21-Codon 

Plus(DE3)-RIPL и индуцировали экспрессию гибридного гена ИПТГ в кон-

центрации 0,5 ммоль/л в течение 4 часов в питательной среде LB. В резуль-

тате анализа экспрессии фьюжн-белка при помощи ДСН-ПААГ электрофо-

реза установлена эффективная экспрессия белка HST-Esc-a(1-21) (16,7 кДа) 

в количестве 25 % от общего количества клеточных белков (рис.).  

 

Рис. Электрофореграмма суммарных клеточных белков бактерий E. coli BL21-Codon 

Plus(DE3)-RIPL. Дорожки:  

1 — pET-24b(+) (0,5 ммоль/л ИПТГ) (контроль); 2 — pET-HST-Esc-a(1-21) без индукции 

(контроль);  3 — pET-HST-Esc-a(1-21) (0,5 ммоль/л ИПТГ);  4 — маркер молекулярного 

веса Blue wide Range Protein Ladder («Cleaver Scientific Ltd») 



193 

Далее определяли локализацию целевого белка в клетках бактерий 

при температуре культивирования равной 37 °С. Для чего после индукции 

экспрессии в течение 4 часов клетки разрушали, а клеточный лизат под-

вергали ДСН-ПААГ электрофорезу, после проведения которого установи-

ли, что экспрессируемый белок HST-Esc-a(1-21) накапливается преимуще-

ственно в растворимой клеточной фракции при оптимальной для бактерий 

температуре культивирования. 

Выводы: 

1. В клетках штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, содержащего 

рекомбинантную плазмиду pET-HST-Esc-a(1-21), в результате индукции 

экспрессии выявлено накопление продукта массой 16,7 кДа, соответству-

ющего химерному белку HST-Esc-a(1-21). 

2. Установлено, что при оптимальной для культивирования бактерий 

E. coli температуре, равной 37 °C, белок HST-Esc-a(1-21) экспрессируется 

преимущественно в растворимой форме. 
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Production of antimicrobial peptide esculentin N-terminal fragment  

as a part of fusion proteins 

Poly-His-tagged small ubiquitin-related modifier of Saccharomyces cere-

visiae with the recognition site for TEV protease (HST) was chosen as the  

N-terminal fusion partner for esculentins N-terminal fragments (Esc-a(1-21)). 

The HST-Esc-a(1-21) hybrid gene was cloned in expression vector pET-24b(+) 

and transformed into E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL. We showed that  

expression of the cloned gene at 37 °C leads to intracellular accumulation in 

bacterial cells of protein by mass corresponding HST-Esc(1-21) (16.7 kDa)  

predominantly in soluble form. 


