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использовании питательной среды на основе только дистиллированной воды 
наблюдали пожелтение микрочеренков и дальнейшую гибель эксплантов.  
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Введение: Профилактика тяжёлых кишечных инфекций, в том числе, 

холеры, не теряет своей актуальности в связи с эпизодическими вспышками. 

Создание нового варианта противохолерной вакцины на основе генетически 

модифицированного нетоксигенного штамма V. cholerae, дополненного 

рекомбинантной субъединицей β холерного токсина (CtxB) является 

перспективным подходом. Субъединица β вызывает иммунный ответ, но не 

оказывает токсического действия без субъединицы ɑ. Изучен мировой опыт 



302 

 

получения рекомбинантного CtxВ с использованием бактериальных культур, 

выбраны подходы для наработки и очистки CtxB в лабораторных условиях. 

Также проанализирована литература, посвящённая особенностям 

взаимодействия CtxВ с клетками кишечного эпителия [1]. С использованием 

стандартных молекулярно-биологических методов получена линейка плазмид, 

позволяющих произвольно запускать экспрессию ctxB в клетках E. coli. 

Сконструированные векторы различаются по кодируемой ими сигнальной 

последовательности, слитой с геном целевого белка. При активации экспрессии 

синтезируется химерная полипептидная молекула, содержащая CtxB и 

фрагмент белка OmpA E. coli либо белка PelB Erwinia carotovora [2]. Эти 

последовательности обеспечивают выход нарабатываемого токсина в среду 

культивирования и позволяют упростить процесс его очистки. 

Цель работы: Создать генетические конструкции для наработки β-

субъединицы холерного токсина, определить оптимальные условия индукции 

целевого белка (температура, продолжительность индукции, состав среды), 

место его накопления (цитоплазма, периплазма, среда культивирования) и 

предпочтительный способ его выделения. 

Материалы и методы: Для создания экспрессионной конструкции 

использованы стандартные молекулярно-биологические методы 

(амплификация, рестрикция, лигирование, трансформация). Выделение 

целевого белка CtxB из культуры E. coli BL21DE3, трансформированной 

модифицированной плазмидой pET22b+, проводилось методом металло-

хелатной хроматографии с использованием в качестве носителя Ni-NTA-

агарозы. Особенности β-субъединицы холерного токсина дают возможность 

применять для его очистки метод металло-хелатной хроматографии даже в 

отсутствие полигистидиновых последовательностей [3].  

Результаты: Создан ряд генетических эписомальных конструкций 

(плазмид), позволяющих произвольно запускать экспрессию гена β-

субъединицы холерного токсина (CtxB) в клетках кишечной палочки (E. coli). 

Проведён анализ эффективности наработки CtxВ при использовании различных 

вариантов плазмид, выбран наиболее перспективный клон ompA. Было 

выявлено, что оптимальный выход продукта наблюдается при использовании 

среды M9 с добавлением глицерина и индукции при 20̊С. При данных условиях 

CtxВ накапливается преимущественно в среде, и, в меньшей степени в 

переиплазме. По результатам подбора условий методом металл-хелатной 

хроматографии произведена пробная очистка рекомбинантного CtxВ из 

культуральной жидкости (супернатанта) культуры Е. coli, выращенной на среде 

M9 с глицерином; через 48 часов после индукции концентрация целевого 

продукта в среде может достигать значений 50 мг/л β-субъединицы холерного 

токсина с чистотой около 96%, при этом белок отличается стабильностью и 

сохраняет пентамерную структуру, что позволяет рассматривать созданную 

систему как перспективный инструмент промышленного синтеза 

рекомбинантного CtxB в медицинских и исследовательских целях. 
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Заключение: В результате проведённой работы создана генетическая 

система для наработки рекомбинантного белка CtxB в клетках E. coli и 

отработана методика очистки CtxB методом металло-хелатной хроматографии. 

Полученный задел может быть использован в качестве основы для разработки 

промышленных подходов к получению CtxB, в том числе, в качестве 

компонента противохолерной вакцины. 
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Проблема питания человека вечна. Не случайно К. Тимирязев (1949) в 

одной из лекций говорил: «...существуют вопросы, которые всегда возбуждают 

живой интерес, на которые не существует моды. Мы не обращаем внимания на 

самые значительные факты только потому, что они слишком обыкновенны. 

Многим ли действительно приходила в голову мысль, что ломоть хорошо 

испеченного хлеба (да еще с добавлением масла, что почти приближает его к 

нормальному питанию) составляет одно из величайших изобретений 

человеческого ума, одно из тех эмпирических открытий, которые позднейшими 

научными изысканиями приходится только подтверждать и объяснять».  

Проведенные научные исследования показывают, что этот прием не 

только повышает урожайность сельскохозяйственных культур, но и изменяет ее 

важнейшие признаки: короткостебельность, устойчивость к болезням, 

увеличение длины колоса, увеличение количества и массы зерен с одного 

колоса. и др. свойства доказаны. 
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