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Аннотация: Одним из перспективных направлений по созданию эффективных и 

дешевых рекомбинантных вакцин является использование платформы для 

разработки на основе РНК-содержащего бактериофага MS2. В ходе работы было 

проведено сравнение трех методов осаждения бактериофага MS2 и оценена 

возможность использования этих методов для очистки вирусоподобных частиц, 

созданных на основе этого фага.  
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Вирусоподобные частицы бактериофага MS2 представляют собой 

наночастицы, по форме, размеру, структуре сходные с вирусными частицами, но 

лишенные собственного генетического материала. Вирусоподобные частицы 

могут самособираться из белков оболочки в икосаэдрический капсид и могут 

быть использованы для доставки целевых агентов, что перспективно для 

разработки вакцин и средств доставки лекарств [1]. Подбор методов 

эффективной очистки и концентрирования вирусных частиц является 

актуальной задачей [2].  

Цель работы – подбор методики концентрирования и очистки 

бактериофага MS2.  

Объекты и методы исследования. Объект исследования – бактериофаг 

MS2. Предметом исследования являются методы концентрирования и очистки 

фага MS2. 

При определении титра фага по методу Грациа готовили серию разведений 

бактериофага, смешивали с суспензией клеток Е. сoli и полужидким агаром, 

высевали на чашку Петри, культивировали 20 ч в термостате при температуре 37 

ºС. После этого проводили подсчет негативных колоний и определяли титр 

бактериофага. 

При выделении и очистке фага использовали метод осаждения сульфатом 

аммония при концентрациях 10, 20, 30, 40, 50, 60 и 70 % [3]. В 1 мл фаголизата 

растворяли сульфат аммония и выдерживали при температуре 4 ºС. Далее 

центрифугировали 20 мин при 6000 об/мин. Преципитат растворили в 200 мкл 

физиологического раствора. Далее определяли титр бактериофага MS2 в 

супернатанте и преципитате.  

При осаждении бактериофага MS2 органическими растворителями 

использовали этанол 96% в концентрациях 20, 30, 40, 50 %. К 1 мл фаголизата 

добавляли на холоду спирт, после чего смесь помещали в морозилку на 1 сутки. 

Далее центрифугировали в холодном роторе 20 мин при 14,5 тыс. об/мин. 

Преципитат растворяли в 200 мкл физ. раствора, определяли титр фага. 

В качестве двухфазной системы использовали смесь полиэтиленгликоля 

6000 в концентрациях 10, 20, 30 и 40 % и 2М NaCl. Раствор ПЭГ/NaCl и 

фаголизат MS2 смешивали в соотношении 1:1 и выдерживали при 4 ºС сутки, 

после чего центрифугировали 20 мин при 14,5 тыс. об/мин. Преципитат 

растворяли в 200 мкл физиологического раствора, определяли титр бактериофага 

в супернатанте и преципитате. 

Для получения вирусоподобных частиц бактериофага MS2 был 

использован штамм Escherichia coli ВL21 (DE3) RTL pET-MS6, который растили 

на качалке до поздней логарифмической фазы при температуре 37 ºС. После 

добавили IPTG и растили 3 ч. Следующим этапом отмывали клетки от среды 

физиологическим раствором, преципитат растворили в 100 мМ Tris и 100 мМ 

NaNO3 буфере [4]. Добавляли лизоцим и инкубировали при температуре 37 ºС 30 

мин. После центрифугирования в супернатант добавляли соль, спирт и ПЭГ в 
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необходимой концентрации и выделяли вирусоподобные частицы по 

подобранным ранее методикам. Далее проводили ПААГ электрофорез. Размер 

белка капсида бактериофага MS2 равен 13,7 кДа, поэтому готовили 12,5% 

разделяющий и 5% концентрирующий гели. 

Результаты и их обсуждение. Результаты осаждения бактериофага MS2 

сульфатом аммония представлены в таблице 1. Исходный титр бактериофага 

был равен 3×108 БОЕ/мл. 

 

Таблица 1  

Результаты осаждения фага МS2 сульфатом аммония 

 

Анализируемый 

раствор 

Концентрация сульфата аммония 

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 

Титр бактериофага MS2, БОЕ/мл 

Супернатант 5,68×107 2,08×107 1,31×107 3,1×106 2,7×106 7×105 1,66×107 

Преципитат – 1,5×108 1,9×108 1,16×109 1,28×109 9×108 1,03×109 

 

Данные, представленные в таблице 1, показывают, что наилучшие 

результаты были получены при использовании сульфата аммония в 

концентрации 50%, которая позволяет осадить наибольшее количество фаговых 

частиц (1,28×109). При этом в супернатантах всех образцов сохраняется 

достаточное количество фагов. 

Результаты осаждения 96% этанолом представлены в таблице 2. Исходный 

титр фагового лизата равен 4,54×109 БОЕ/мл. 

 

Таблица 2 

Результаты осаждения фага MS2 96% этанолом 

 

Анализируемый 

раствор 

Концентрация 96% этанола 

20% 30% 40% 50% 

 

Преципитат 

Титр бактериофага MS2, БОЕ/мл 

3,64×109 1,92×109 4,5×108 4,8×108 

 

При осаждении фага 96% этанолом наибольший титр получили при 

концентрации этанола 20% (3,64×109 БОЕ/мл). Следует отметить, что осаждение 

вирусов данным методом нужно проводить в строгих условиях с использованием 

низких температур. При несоблюдении таких условий бактериофаг быстро 

растворяется в спирте, теряя свою активность, что влечет за собой большие 
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потери конечного продукта (табл. 2). 

Результаты осаждения фага MS2 в двухфазной системе представлены в 

таблице 3. Исходный титр фагового лизата равен 2,23×109 БОЕ/мл. 

Из таблицы 3 видно, что при осаждении фага в двухфазной системе лучше 

всего удалось сконцентрировать фаг при концентрации полиэтиленгликоля 20%. 

Титр сконцентрированного фага MS2 равен 5,48×109 БОЕ/мл. Данный метод 

позволяет успешно сконцентрировать бактериофаг, но при этом не требует 

использования жестких температурных условий.  

Для осаждения и очистки вирусоподобных частиц бактериофага MS2 из 

клеточных лизатов E. coli были использованы условия, оптимальные для 

осаждения фаговых частиц, подобранные в ходе предыдущей работы: осаждение 

сульфатом аммония в концентрации 50%, осаждение этанолом в концентрации 

20%, осаждение раствором ПЭГ/NaCl в концентрации 20%. Полученные 

результаты были проанализированы с использованием метода электрофореза в 

денатурирующих условиях (ПААГ электрофорез) (рис. 1). 

 

 
 

Рисунок 1 – Электрофореграмма 

1 – белковый маркер; 2 – препарат фага MS2, 3 – лизат клеток E. coli; 4 – 

вирусоподобные частицы, очищенные методом высаливания; 5 – 

вирусоподобные частицы, очищенные методом осаждения органическими 

растворителями; 6 – вирусоподобные частицы, очищенные методом разделения 

в двухфазных системах. 
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Анализ полученных результатов показал, что метод высаливания 50% 

сульфатом аммония не позволил очистить вирусоподобные частицы от белков 

клеточного лизата (рис. 1, дорожка 4). Использование метода осаждения 

этанолом хотя и позволило очистить вирусоподобные частицы от большинства 

клеточных белков, но выход продукта был низким (рис. 1, дорожка 5). Метод 

разделения в двухфазных системах позволил очистить и сконцентрировать 

вирусоподобные частицы, при этом выход продукта был значительно выше, чем 

при использовании метода осаждения этанолом (рис. 1, дорожка 6). 

 

Таблица 3  

Результаты осаждения фага MS2 в двухфазной системе 

 

Анализируемый 

раствор 

Концентрация ПЭГ-6000 

10% 20% 30% 40% 

Титр бактериофага MS2, БОЕ/мл 

Супернатант – 4,50×106 0,80×106 1,10×106 

Преципитат 0,40×108 5,48×109 4,12×109 4,00×109 

 

Выводы. Установлено, что среди представленных методов очистки 

осаждение полиэтиленгликолем (ПЭГ) является менее токсичным и недорогим 

методом, который потенциально может быть использован для осаждения и 

очистки вирусоподобных частиц бактериофага MS2. 
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