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УДК 579.61 Получение рекомбинантного белка 
сибиреязвенного бактериолизина PlyPH 

и исследование in vitro его литических свойств  
 в отношении микробных клеток 

Bacillus anthracis

Поступила 20.11.2018 г. Принята к публикации 10.03.2019 г.
Возбудитель сибирской язвы – Bacillus anthracis, вследствие распространенности его природных 
очагов на территории России, высокой вирулентности для человека и большинства млекопита-
ющих, уникальной устойчивости споровых форм к воздействию факторов окружающей среды 
и неоднократного применения в террористических актах, представляет собой крайне опасный 
биологический агент. Поэтому необходим поиск новых эффективных препаратов для диагности-
ки и лечения сибирской язвы, в том числе и заболеваний, вызванных антибиотико-устойчивыми 
штаммами B. anthracis. Новым направлением в диагностике, профилактике и лечении инфекци-
онных заболеваний является использование литических ферментов видоспецифических бакте-
риофагов. Цель работы – клонирование гена сибиреязвенного бактериолизина PlyPH в составе 
вектора pTrcHis2C в Escherichia coli и исследование in vitro литических свойств кодируемого им 
белка в отношении микробных клеток B. anthracis. По данным полного секвенирования геномов 
B. anthracis штаммов Ames, Stern 34F2 и JB17 был выявлен в составе их хромосомной ДНК профаг, 
утративший часть структурных генов, необходимых для его репликации, но сохранивший ген, 
имеющий высокую степенью гомологии с геном бактериолизина γ фага. Для амплификации и 
последующего клонирования гена PlyPH нами были разработаны праймеры, содержащие сайты 
узнавания рестриктаз EcoRI и BamHI. Амплификацию гена PlyPH в полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) с разработанной парой праймеров проводили, используя в качестве матрицы ДНК 
штамма Stern 34F2 сибиреязвенного микроба. На основе полученных продуктов амплификации 
и вектора pTrcHis2C  нами сконструирована рекомбинантная плазмида, содержащая ген PlyPH 
синтеза бактериолизина и стабильно функционирующая в клетках рекомбинантного штамма  
E. coli. В ходе исследований установлено, что микробные клетки рекомбинантного штамма TOP10 
E. coli обеспечивают продукцию бактериолизина сибиреязвенного профага − PlyPH, обладающе-
го способностью in vitro лизировать вегетативные клетки вакцинного штамма B. anthracis СТИ-1.

Ключевые слова: Bacillus anthracis; вектор pTrcHis2C; клонирование; сибиреязвенный бакте-
риолизин PlyPH; сибиреязвенный профаг; сибирская язва.
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Сибирская язва – острая инфекционная 
болезнь группы зооантропонозов, которая 
характеризуется тяжестью течения и вы-
сокой летальностью. Высокая вирулентность 

возбудителя сибирской язвы для человека и 
большинства млекопитающих в сочетании с 
уникальной устойчивостью споровых форм 
к воздействию факторов окружающей среды 
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ставят его в разряд крайне опасных биологи-
ческих агентов. На территории нашей страны 
зарегистрировано около 35 тыс. стационарно 
неблагополучных пунктов, где находятся сиби-
реязвенные захоронения, которые при отсут-
ствии необходимых санитарно-противоэпиде-
мических (профилактических) мероприятий 
в любой момент могут стать причиной забо-
левания человека [1–3]. Кроме того, сохра-
няется реальная опасность биологического 
терроризма с применением в качестве пора-
жающего агента возбудителя сибирской язвы 
[4–6]. Данные обстоятельства обуславливают 
актуальность исследований по поиску новых 
эффективных препаратов для диагностики и 
лечения сибирской язвы, в том числе и заболе-
ваний, вызванных антибиотико-устойчивыми 
штаммами возбудителя болезни.

Новым направлением в диагностике, про-
филактике и лечении инфекционных заболе-
ваний является использование литических 
ферментов видоспецифических бактерио-
фагов. Литические ферменты, отвечающие за 
лизис микробных клеток бактериальных хо-
зяев, также называют фаг-ассоциированными 
лизинами или энзимобиотиками. Исследо-
вания белковой структуры бактериальных ли-
зинов, кодируемых фагами, показали, что их 
N-концевой домен обладает ферментативной 
активностью в отношении пептидогликана, а 
C-концевой домен определяет специфическое 
связывание белка с полисахаридными эпито-
пами клеточной стенки бактерий [7]. Механизм 
литического действия бактериолизинов схож с 
действием таких ферментов, как мурамидазы, 
глюкозаминидазы и эндопептидазы.

Фаг-ассоциированные лизины пневмокок-
кового бактериолизина уже были успешно при-
менены исследователями из института Рокфел-
лера (США) при лечении экспериментальной 
токсико-септицемии мышей [8]. Очищенный 
препарат лизировал клинические штаммы 
пневмококка, в том числе и устойчивые к пени-
циллину. Выживание мышей опытной группы 
при этом составило 100 %. Позже эта же группа 
ученых в серии опытов на мышах также про-
демонстрировала эффективность фаголизина 
стрептококков группы В [9]. Однако особый 
интерес представляют исследования амери-
канских ученых в отношении фаголизина 
B. anthracis, полученного с использованием ген-
но-инженерных методов из сибиреязвенного γ 
фага [10, 11]. Его очищенный препарат показал 
высокую эффективность in vitro, лизировал за 
2 мин более 5×107 м.к./мл B. anthracis в 1 мл, а 
его введение инфицированным животным 
обеспечило выживание 70 % белых мышей. По 
мнению самих авторов, у данного препарата 
большие перспективы для использования как 

для диагностики, так и в целях профилактики 
и лечения сибирской язвы.

Актуальность работы обусловлена не-
обходимостью поиска новых эффективных 
препаратов для диагностики и лечения си-
бирской язвы, в том числе и заболеваний, 
вызванных антибиотико-устойчивыми 
штаммами B. anthracis. Кроме того, бактерио-
лизины имеют преимущество перед антибак-
териальными препаратами, поскольку обла-
дают активностью в отношении конкретных 
возбудителей и оказывают минимальное воз-
действие на другие микроорганизмы, в том 
числе комменсалы. Все это делает их пригод-
ными в качестве альтернативных терапевти-
ческих агентов.

Цель работы – клонирование гена сибире-
язвенного бактериолизина PlyPH в составе век-
тора pTrcHis2C в E. coli и исследование in vitro 
литических свойств кодируемого им белка в от-
ношении микробных клеток B. anthracis.

Материалы и методы
Штаммы микроорганизмов и плазмиды. 

В работе использовали вакцинный штамм 
СТИ-1 B. anthracis и бесплазмидный штамм 
ТОР10 E. coli, дефектный по синтезу протеаз и 
рестриктаз; коммерческий вектор pTrcHis2C 
(«Invitrogen™», США).

Питательные среды и реактивы. Штаммы 
микроорганизмов выращивали на плотной 
питательной среде, содержащей сердечно-моз-
говой экстракт (BHI, «Difco», США), в жидкой 
питательной среде (LB-бульон, «Amresco», 
США).

Плазмидную ДНК из рекомбинантных 
штаммов E. coli выделяли с помощью на-
бора реактивов GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit 
(«Fermentas», Литва).

Химический синтез праймеров для кло-
нирования гена PlyPH осуществляли фос-
фоамидитным методом на автоматическом 
синтезаторе АСМ-102-U (ТОО «Биосан», г. Но-
восибирск). Очистку олигонуклеотидов про-
водили методом жидкостной хроматографии 
высокого давления.

Амплификацию ДНК проводили методом 
ПЦР с синтезированными для клонирования 
гена PlyPH праймерами в термоциклере МС-2 
«Терцик» (ООО «ДНК-Технология», Россия).
Температурно-временные режимы полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) подбирали экс-
периментально. 

Продукты амплификации очищали с по-
мощью набора Montage™ PCR Centrifugal Filter 
Devices (фирмы «Millipore», США) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя.

Реакции рестрикции и лигирования 
ДНК проводили в соответствии с рекоменда-
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циями фирмы – производителя ферментов  
(НПО «СибЭнзим», Россия). 

Эффект рестрикции/лигирования под-
тверждали методом электрофореза в 1–1,5 % 
агарозном геле в сравнении с контрольными 
препаратами ДНК.

Белковый профиль рекомбинантных 
клонов штамма ТОР10 E. coli анализировали 
методом электрофореза в полиакриламидном 
геле (ПААГ). При подготовке образцов к элек-
трофорезу к 1 мл бактериальной суспензии 
исследуемого клона, содержащей по стандарту 
мутности ГИСК им. Л.А. Тарасевича 10 млрд. 
м.к./мл, добавляли 200 мкл раствора (20 % – са-
харозы, 12 % – додецилсульфата натрия, 30 % – 
2-меркаптоэтанола и 0,03 % – бромфенолового 
синего), тщательно перемешивали пипетирова-
нием и прогревали на кипящей водяной бане 
в течение 5 мин. Для контроля полноты инак-
тивации прогретую суспензию бактерий высе-
вали на плотную питательную среду.

Результаты и обсуждение
На первом этапе исследований необходимо 

было определить структурный ген сибиреязвен-
ного бактериолизина, провести анализ его нукле-
отидной последовательности и оценить возмож-
ности по его клонированию в E.  coli. Изучение 
результатов полного секвенирования геномов B. 
anthracis штаммов Ames, Stern 34F2 и JB17 поз
волило выявить в составе их хромосомной ДНК 
профаг, утративший часть структурных генов, 
необходимых для его репликации, но сохра-
нивший ген, имеющий высокую степень гомо-
логии с геном бактериолизина γ фага. Последова-
тельность данного гена, обозначенного как PlyPH, 
в базе данных NCBI представлена под номером 
NC_003997 [11].

Далее определили стратегию клониро-
вания данного гена в E. coli. В качестве плаз-
миды для клонирования был выбран вектор 
рТrcHis2C размером 4,4 kb производства 
фирмы «Invitrogen» (США), схематически пред-
ставленный на рисунке 1.

С учетом сайтов рестрикции полилинкера 
вектора рТrcHis2C, для амплификации и после-
дующего клонирования гена PlyPH нами были 
разработаны праймеры, содержащие сайты 
узнавания рестриктаз EcoRI и BamHI. После-
довательности праймеров для амплификации 
и клонирования гена PlyPH B. anthracis и их ос-
новные свойства представлены в таблице 1.

Амплификацию гена PlyPH в ПЦР с раз-
работанной парой праймеров проводили ме-
тодом ПЦР, используя в качестве матрицы ДНК 
штамма Stern 34F2 сибиреязвенного микроба. 
Температурно-временные режимы ПЦР подби-
рали экспериментально.

Результаты амплификации гена PlyPH при 
выборе оптимальной температуры гибриди-

Рисунок 1 – Схематическое изображение векто-
ра рТrcHis2C

(Ptrc – изопропилтиогалактозид (ИПТГ) индуциру-
емый промотор по типу экспрессии лактозного 
оперона; LacO – lac-оператор; MCS – полилинкер; 

Ampicillin – ген устойчивости к ампициллину; 
pBR322 ori – точка начала репликации вектора 

из плазмиды pBR322 E. coli; lacIq– ген, кодирующий 
белок-репрессор)

Обозначение 
праймера

Нуклеотидная 
последовательность

(5´→3´)

Длина 
праймера, н.

Расчетная 
температура 

гибридизации, 
оС

Размер 
ожидаемого

амплификата, 
п.н.

PlyPH R atgcgaattcttatttaacttcataccacc 30 57,5
826

PlyPH L atgggatccatgggttatattgtagatatttcg 33 61,9

Примечание. 
Подчеркиванием выделены сайты узнавания рестриктаз EcoRI и BamHI для праймеров PlyPHR и PlyPHL 
соответственно.

Таблица 1 — Последовательности праймеров для амплификации и клонирования гена 
PlyPH B. anthracis и их основные свойства
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зации праймеров в ПЦР представлены на ри-
сунке 2.

Перед рестрикцией продукты амплифи-
кации очищали с помощью набора Montage™ 
PCR Centrifugal Filter Devices (фирмы 
«Millipore», США) в соответствие с рекомен-
дациями производителя. Расщепление ДНК 
вектора и вставки проводили в одной реак-
ционной смеси одновременно по двум сайтам 
рестрикции с помощью эндонуклеаз EcoRI и 
BamHI (НПО «СибЭнзим», Россия).

Для ковалентного сшивания полученных 
фрагментов по комплементарным («липким») 
концам использовали ДНК-лигазу фага Т4 
(НПО «СибЭнзим», Россия). Лигирование ДНК 
вектора/вставки проводили при температуре 
16  оС в течение 16–18 ч. Результаты лигиро-
вания вектора pTrcHis2C и амплификата гена 
PlyPH представлены на рисунке 3.

Эффективность лигирования оценивали 
методом электрофореза в 1,5 % агарозном геле 
по наличию дополнительных полос в смеси, со-
держащей ДНК вектора, вставки и лигазы фага 
Т4 в соответствующем буфере в сравнении с 
контрольными препаратами ДНК.

Трансформацию клеток E. coli штамма 
ТОР10 проводили по методу T. Maniatis с соавт. 
с применением хлористого кальция [12]. Транс-
формационную смесь высевали на чашки Петри 
с плотной питательной средой (ППС), содер-
жащей ампициллин в концентрации 100  мкг/
мл. Чашки инкубировали при температуре 
(36±1) оС в течение 12–18 ч. Выросшие колонии 
трансформантов исследовали в ПЦР со специ
фическими праймерами на наличие вставки 
гена PlyPH. Всего было подтверждено ме-

тодом ПЦР наличие гена PlyPH у 18 клонов. Из 
данных колоний с помощью набора реактивов 
GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit («Fermentas», 
Литва) выделяли плазмидную ДНК. Правиль-
ность встраивания гена PlyPH подтверждали 
путем рестрикции ДНК отобранных клонов 
эндонуклеазами рестрикции EcoRI и BamHI. 
Для дальнейших исследований отбирали 
только те клоны, плазмидная ДНК которых 
расщеплялась указанными рестриктазами на 
фрагменты длиной около 4400 и 826 п.н. (ДНК 
вектора и вставки соответственно). Всего для 
дальнейшей работы было отобрано 3 рекомби-
нантных клона штамма ТОР10 E. coli, несущих 
ген бактериолизина сибиреязвенного микроба.

Отобранные клоны культивировали в 
LB-бульоне с добавлением ампициллина до 
концентрации 100 мкг/мл в 250-мл колбах в те-
чение 3 ч при 150 об/мин. После чего для ин-
дукции экспрессии рекомбинантного белка 
вводили синтетический аналог лактозы – ИПТГ 
до концентрации 1 мМ и продолжали культи-
вирование в течение 2 ч при прежних условиях.

Белковый профиль рекомбинантных 
клонов анализировали методом электрофореза 
в ПААГ. Результаты белкового электрофореза 
отобранных клонов представлены на рисунке 4.

По результатам белкового электрофо-
реза был отобран один клон, продуцирующий 
белок, по молекулярной массе соответству-
ющий белку PlyPH – 32 кДа. 

На следующем этапе было проведено иссле-
дование литических свойств продуцируемого ре-
комбинантным штаммом белка в отношении ми-
кробных клеток B. anthracis in vitro. Микробные 
клетки штамма TOP10 E. coli, несущие гибридную 

Рисунок 2 — Электрофореграмма продуктов  
амплификации гена PlyPH в 1,5 % агарозном геле

(М – маркер молекулярных масс ДНК 100 п.н.; 
1–4 – продукты ПЦР гена PlyPH с разработанными 

праймерами при температуре  
гибридизации 56, 57, 58 и 59 оС 

соответственно)

Рисунок 3 — Электрофореграмма 
результатов лигирования вектора 
pTrcHis2C и продукта амплификации 

гена PlyPH в 1,5 % агарозном геле
(1 – смесь вектора и вставки после ре-
акции лигирования; 2 – смесь вектора 
и вставки без лигазы; 3 – лигирование 

вставки «на себя»; 4 – лигирование 
вектора «на себя»)
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The Production of the Recombinant Protein of Anthrax Bacteriolysin PlyPH...

плазмиду рТrcHis2CPlyPH, культивировали в 
LB-бульоне с добавлением ампициллина до кон-
центрации 100 мкг/мл в 250-мл колбах в течение 
3 ч при (36±1) оС, после чего в объеме 0,1 мл высе-
вали на чашки Петри с ППС, содержащей 100 мкг/
мл ампициллина и ИПТГ в концентрации 1 мМ. 
Чашки инкубировали при температуре (36±1) оС 
в течение 18 ч. По истечении указанного времени 
выросшие на ППС культуры лизировали хло-
роформом. Для чего по 5 мл хлороформа нали-
вали в крышку каждой чашки Петри, после чего 
их закрывали и инкубировали при температуре  
(36±1) оС в течение 5  мин. Лизированные куль-
туры смывали 50 мМ раствором трис гидрох-
лорида (рН 8,0). Лизаты переносили в 1,5-мл 
микроцентрифужные пробирки и центрифуги-
ровали в течение 1 мин при 13 тыс. об/мин. Для 
дальнейших исследований использовали надоса-
дочную жидкость.

Исследование литических свойств ре-
комбинантного фаголизина в отношении ми-
кробных клеток B. anthracis in vitro проводили 
с использованием вакцинного штамма СТИ-1 
сибиреязвенного микроба. Для этого 0,1 мл 
ночной культуры штамма СТИ-1 с концентра-
цией 1×107 КОЕ/мл с помощью шпателя после-
довательно распределяли на 3 чашки Петри 
по методу Дригальского, после чего на поверх-
ность агара каждой чашки наносили в виде 
капли 0,05 мл лизата рекомбинантного штамма 
TOP10 E. coli с плазмидой рТrcHis2CPlyPH, 0,05 мл 
лизата штамма TOP10 E. coli с плазмидой рТrcHis2C 
без вставки и 0,05 мл суспензии рекомбинантного 
штамма TOP10 E. coli с плазмидой рТrcHis2CPlyPH, 
не подвергавшегося лизированию; четвертый 
сектор чашки служил контролем. Чашкам давали 
подсохнуть в течение 10 мин, переворачивали и 
инкубировали при температуре (36±1) оС в течение 
18–24 ч. Через указанное время проводили учет ре-
зультатов. Результаты эксперимента представлены 
на рисунке 5.

Отсутствие специфического роста 
B. anthracis на ППС в месте нанесения клеточ-
ного лизата рекомбинантного штамма E. coli 
с клонированным геном PlyPH в сравнении с 
контролем (наличие роста во всех остальных 
случаях) свидетельствовали о литической ак-
тивности рекомбинантного белка в отношении 
вегетативных клеток штамма СТИ-1 сибире-
язвенного микроба.

Таким образом, в ходе проведенных иссле-
дований был сконструирован рекомбинантный 
штамм E. coli, продуцирующий бактериолизин 
сибиреязвенного профага PlyPH, который  
обладает способностью in vitro лизировать ве-
гетативные клетки B. anthracis.

В дальнейших исследованиях по дан-
ному направлению целесообразно изучить 
спектр литической активности фаголизина в 

отношении различных штаммов B. anthracis 
и близкородственных бацилл, в том числе и 

Рисунок 4 — Белковый профиль культуральных 
лизатов реципиентных и рекомбинантных 

штаммов
(М – маркер молекулярных масс белков  

20–120 кДа; 1 – бесплазмидный реципиентный 
штамм TOP10 E. coli; 2 – штамм TOP10 E. coli, несу-
щий вектор рТrcHis2C без вставки; 3, 4, 5 – реком-
бинантные клоны штамма TOP10 E. coli, несущие 

гибридную плазмиду рТrcHis2CPlyPH)

Рисунок 5 — Исследование литических свойств 
рекомбинантного фаголизина PlyPH in vitro в от-

ношении микробных клеток  
штамма СТИ-1 B. anthracis

(A – область нанесения лизата штамма TOP10  
E. coli с плазмидой рТrcHis2C без вставки;  

B – область нанесения лизата рекомбинантного 
штамма TOP10 E. coli с плазмидой рТrcHis2CPlyPH; 

C – область нанесения суспензии рекомби-
нантного штамма TOP10 E. coli с плазмидой 

рТrcHis2CPlyPH, не подвергавшегося лизированию; 
D – контроль; стрелкой указана зона лизиса кле-

ток штамма СТИ-1 B. anthracis)
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атипичных, получить очищенный препарат и 
оценить возможность его использования в ка-
честве диагностического средства или специ

фического препарата для профилактики и 
лечения экспериментальной сибиреязвенной 
инфекции.
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The Production of the Recombinant Protein  
of Anthrax Bacteriolysine PlyPH and In Vitro Study of the Lytic 

Properties of the Protein Coded for them Against  
Bacillus anhracis Microbial Cells
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The causative agent of anthrax - Bacillus anthracis, due to the prevalence of its natural foci in Russia, high 
virulence for humans and most mammals, the unique resistance of spore forms to environmental factors 
and repeated use in terrorist acts, is an extremely dangerous biological agent. Therefore, the search for new 
effective drugs for the diagnosis and treatment of anthrax, including diseases caused by antibiotic-resistant 
strains of B. anthracis is necessary. The use of lytic enzymes of species-specific bacteriophages is a new 
trend in the diagnosis, prevention and treatment of infectious diseases. The goal of this work is the cloning 
of the anthrax bacteriolysin PlyPH gene as part of the pTrcHis2C vector in Escherichia coli and the in vitro 
study of the lytic properties of the protein encoded by it against B. anthracis microbial cells. According to 
the complete sequencing of the B. anthracis genomes of the Ames, Stern 34F2 and JB17 strains, a prophage 
was found in their chromosomal DNA, which lost part of the structural genes necessary for its replication, 
but retained a gene with a high degree of homology with the bacteriolysin γ phage gene. For amplification 
and subsequent cloning of the PlyPH gene, we developed primers containing EcoRI and BamHI restriction 
enzyme recognition sites. Amplification of the PlyPH gene in a polymerase chain reaction (PCR) with a 
developed pair of primers was performed using the Stern 34F2 strain of the anthrax microbe as a template. 
Based on the obtained amplification products and the pTrcHis2C vector, we constructed a recombinant 
plasmid containing the bacteriolysin synthesis PlyPH gene and stably functioning in the cells of the 
recombinant E. coli strain. In the course of research, it has been established that microbial cells of the  
E. coli recombinant TOP10 strain provide for the production of the bacteriolysin of the anthrax prophage, 
PlyPH, which has the ability to in vitro lyse the vegetative cells of the STI-1 vaccine strain of B. anthracis.

Keywords: Bacillus anthracis; vector pTrcHis2C; cloning; anthrax bacteriolysin PlyPH, anthrax prophage, 
anthrax.
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