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Аннотация
Введение. Bst-полимераза играет ключевую роль в экспресс-диагностике инфекционных заболеваний 
благодаря своим уникальным биохимическим свойствам и возможности применения в петлевой изотерми-
ческой амплификации (LAMP). В литературе описано несколько аналогов Bst-полимеразы, однако данные 
ферменты не получили широкого применения в молекулярной диагностике.
Цель работы — получение рекомбинантных Bst- и Btlv-полимераз с Sso7d-доменом и тестирование новых 
возможностей для их применения.
Материалы и методы. Экспрессионные конструкции, несущие ген полимеразы, получали стандартными 
методами генетической инженерии. Целевой фермент был наработан в клетках Escherichia coli. Очистку 
проводили методами металл-аффинной хроматографии с последующим диализом и концентрированием. 
РНК-зависимую ДНК-полимеразную (ревертазную) и ДНК-полимеразную активности ферментов опреде-
ляли с помощью нерадиоактивных методик с флуоресцентной детекцией. Функциональные свойства фер-
ментов оценивали в наборе реагентов «АмплиСенс SARS-CoV-2-IT» и в методике, предназначенной для 
определения в биологическом материале РНК вируса эпидемического паротита в формате LAMP, совме-
щённой с обратной транскрипцией.
Результаты. В системе экспрессии на основе клеток E. coli получены рекомбинантные химерные фер-
менты с вытесняющей активностью: Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4 и Btlv_Sso7d. Разработанные протоколы 
культивирования и очистки позволяют получать ферменты в растворимой форме с выходом до 25% от 
собранной клеточной массы. Функциональное тестирование показало, что в LAMP химерные полимеразы 
демонстрировали сходную активность с Bst-полимеразой без Sso7d-домена. Вместе с тем полимераза 
Btlv_Sso7d имела повышенную ревертазную активность и устойчивость к ингибиторам.
Заключение. Полученная химерная полимераза Btlv_Sso7d, благодаря своим улучшенным свойствам, 
может быть использована в наборах реагентов для диагностики инфекционных заболеваний методом 
LAMP при использовании методов экспресс-экстракции нуклеиновых кислот.

Ключевые слова: Bst-полимераза, вытесняющая активность, изотермическая амплификация, устой-
чивость к ингибиторам
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Abstract
Introduction. Bst polymerase plays a key role in the rapid diagnosis of infectious diseases due to its unique 
biochemical properties and potential application in loop-mediated isothermal amplification (LAMP). Several 
analogs of Bst polymerase have been described in the literature; however, these enzymes have not been widely 
used in molecular diagnostics.
The aim of the study is to obtain recombinant Bst and Btlv polymerases with the Sso7d domain and to test new 
possibilities for their application.
Materials and methods. Expression constructs carrying the polymerase gene were obtained using standard 
genetic engineering methods. The target enzyme was produced in Escherichia coli cells. Purification was carried 
out using metal-affinity chromatography methods followed by dialysis and concentration. RNA-dependent DNA 
polymerase (reverse transcriptase) and DNA polymerase activities of the enzymes were determined using non-
radioactive methods with fluorescent detection. The functional properties of the enzymes were assessed using 
the Amplisens SARS-CoV-2-IT reagent kit and a method designed for the detection of mumps virus RNA in 
biological material using the LAMP format combined with reverse transcription.
Results. In the E. coli-based expression system, the following recombinant chimeric enzymes with displacing 
activity have been obtained: Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4 and Btlv_Sso7d. The developed cultivation and 
purification protocols allow for the production of enzymes in soluble form with a yield of up to 25% of the collected 
cell mass. Functional testing showed that in LAMP, the chimeric polymerases demonstrated similar activity to Bst 
polymerase without the Sso7d domain. At the same time, the Btlv_Sso7d polymerase exhibited increased reverse 
transcriptase activity and resistance to inhibitors.
Conclusion. The obtained chimeric polymerase Btlv_Sso7d, due to its improved properties, can be used in 
reagent kits for the diagnosis of infectious diseases by the LAMP method when using nucleic acid extraction 
methods.
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Введение
Сокращение времени исследования за счёт 

применения быстрых тестов является одной из клю-
чевых тенденций в лабораторной диагностике. Этот 
подход особенно актуален для повышения пропуск-
ной способности лаборатории в условиях прове-
дения массовых скринингов и позволяет медицин-
скому персоналу или эпидемиологам осуществлять 
диагностику в условиях ограниченности ресурсов, 

что способствует оказанию своевременной помощи 
пациентам, быстрому выявлению инфицированных 
лиц, оперативному расследованию инфекционных 
вспышек и принятию адекватных эпидемиологи-
ческих мер, а также предотвращает избыточное 
назначение профилактических и терапевтических 
средств. Такие быстрые тесты должны соответство-
вать определённым требованиям — высокой точ-
ности и скорости, простоте и доступности, а также 
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обладать высокой стабильностью при хранении и 
транспортировке [1, 2].

Пандемия коронавируса дала толчок раз-
витию изотермических методов амплификации. 
Метод петлевой изотермической амплификации 
(LAMP) [3–5] обладает высокой чувствительно-
стью и специфичностью, важным преимуществом 
является то, что реакция амплификации проходит 
при постоянной температуре (без термоциклиро-
вания). Это позволяет проводить исследования как 
в оборудованных клинико-диагностических ла-
бораториях, так и в полевых условиях, где отсут-
ствует специальное лабораторное оборудование. 
Ключевая роль в дальнейшем развитии наборов 
реагентов для экспресс-диагностики инфекцион-
ных заболеваний методом LAMP принадлежит 
Bst-полимеразе [6, 7] и её модификациям. Bst-по-
лимераза является большим фрагментом ДНК-по-
лимеразы I (Bst-LF), выделенной из термофиль-
ной бактерии Geobacillus stearothermophilus (ранее 
Bacillus stearothermophilus) [8] и имеющей темпе-
ратурный оптимум 60–70°С. Фермент был выделен  
J. Stenesh и соавт. в 1972 г. [9], за 4 года до открытия 
Taq-полимеразы [10, 11]. В дальнейшем как для ис-
следовательских целей, так и в производственных 
решениях, как правило, стали использоваться ре-
комбинантные ферменты, в частности Bst-полиме-
раза, клонированная и экспрессированная в клетках 
бактерий Escherichia coli. Бактериальная система на 
основе клеток E. coli отличается простотой и невы-
сокой стоимостью культивирования, высокой ско-
ростью роста микроорганизмов, для неё разработан 
широкий спектр различных векторов для экспрес-
сии рекомбинантных белков. Для Bst-полимеразы 
и аналогичных полимераз с вытесняющей актив-
ностью из других организмов описаны подходы  
к клонированию и получению рекомбинантных 
ферментов в бактериальной системе экспрессии на 
основе клеток E. coli [12–14]. Поскольку на удель-
ную каталитическую активность фермента влияют 
в том числе особенности нуклеотидной последова-
тельности гена, условия экспрессии, протокол вы-
деления и очистки, все эти этапы требуют оптими-
зации при получении любого фермента.

Основными подходами к изменению физико- 
химических характеристик фермента в соответ-
ствии с практическими задачами пользователя явля-
ются направленный мутагенез и добавление белко-
вых доменов с заданными свойствами [15, 16]. По-
добные модификации позволяют повысить выход 
растворимого фермента при экспрессии в клетках  
E. coli, упростить процесс очистки, а также получить 
ферменты с улучшенными свойствами: повышен-
ной активностью и термостабильностью, устойчи-
востью к солям и ингибиторам. Немодифицирован-
ная Bst-полимераза обладает недостаточно высокой 
процессивностью, поскольку в нативном организме 

участвует в основном в репарации ДНК [17]. Моди-
фицированный фермент обладает гораздо большей 
процессивностью, которая обусловлена наличием 
в клетках вспомогательных белков, повышающих 
стабильность комплекса полимераза–ДНК. Белок 
Sso7d относится к семейству ДНК-связывающих 
белков, выделенных из археи рода Sulfolobus, ста-
билен в широком диапазоне температуры и рН. Ряд 
авторов описывают стратегию слияния полимераз  
с белком Sso7d или подобными белками (Sto7d, 
SSB, TBD, DBD) для получения химерных фермен-
тов, обладающих повышенной процессивностью, 
вытесняющей активностью, термостабильностью и 
толерантностью к ингибиторам, включая мочевину, 
цельную кровь и NaCl [18–22]. 

Термофильные бактерии родственных видов 
могут вырабатывать разные стратегии выживания, 
что обусловливается в том числе отличиями в свой-
ствах их ферментов. В этой связи потенциально ин-
тересными направлениями становятся клонирова-
ние и получение рекомбинантных ДНК-полимераз 
из новых источников, например, из родственного 
организма и ближайшего гомолога — термофиль-
ной бактерии Geobacillus thermoleovorans (ранее 
Bacillus thermoleovorans) [23, 24].

Целью настоящей работы было получение 
химерных Bst-подобных полимераз из G. stearo­
thermo philus, а также их сравнение с гомологом — 
Btlv-полимеразой из G. thermoleovorans для оценки 
возможности их применения в реакции изотермиче-
ской амплификации в сочетании с экспресс-метода-
ми выделения РНК.

Материалы и методы

Получение генов  
Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4, Btlv_Sso7d

Нуклеотидную последовательность, кодирую-
щую аминокислотную последовательность Btlv-по-
лимеразы из G. thermoleovorans, получали методом 
сборки из длинных перекрывающихся праймеров — 
«методом лесенки» [25]. На концах нуклеотидной 
последовательности были введены сайты рестрик-
ции: Ndel — на 5'-конце и XhoI — на 3'-конце для 
последующего переклонирования в экспрессионный 
вектор рЕТ16b+. В результате был получен экспрес-
сионный вектор pET16-Btlv-Nhis. Правильность ну-
клеотидной последовательности клонированного 
гена подтверждали методом секвенирования.

В качестве источников генов Bst и Bst_mut4 ис-
пользовали плазмиды, полученные ранее в лабора-
тории: рЕТ16_Bst и рЕТ16_Bst_NHis_m4 соответ-
ственно [7, 26]. Матрицей для амплификации гена 
Sso7d также служила ранее полученная конструк-
ция pPSS, содержащая ген Sso7d дикого типа.

Для получения генов химерных ферментов 
проводили амплификацию гена целевого фермента 
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и гена ДНК-связывающего домена Sso7d. Получен-
ные ампликоны были выделены и очищены из геля 
и лигированы между собой с использованием флан-
кирующих праймеров (табл. 1).

Для получения выступающих А-концов очи-
щенный ампликон инкубировали 30 мин при 72°С 
в присутствии Taq-полимеразы и смеси дезокси-
нуклеотидов dNTPs. Целевой продукт затем был 
клонирован в вектор pGEM-T («Promega»). Нали-
чие целевой последовательности и её корректность 
подтверждали с помощью секвенирования методом 
Сэнгера.

Получение экспрессионных плазмидных векторов, 
содержащих гены Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4,  

Btlv_Sso7d
Плазмидную ДНК, содержащую ген химерного 

фермента, обрабатывали эндонуклеазами рестрик-
ции NdeI и XhoI и полученный продукт рестрикции 
клонировали в плазмидный вектор pET16b+, пред-
варительно обработанный теми же эндонуклеаза-
ми рестрикции. В результате были получены экс-
прессионные векторы, содержащие гены, которые 
кодируют следующие гибридные белки: Bst_Sso7d 
с молекулярной массой 75 кДа, Bst_Sso7d_mut4  
с молекулярной массой 75,2 кДа и Btlv_Sso7d с мо-
лекулярной массой 75 кДа. Правильность нуклео-
тидной последовательности клонированных генов 
была подтверждена секвенированием. 

Подбор штаммов E. coli для экспрессии генов  
Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4 и Btlv_Sso7d

В качестве штаммов-носителей для созданных 
экспрессионных векторов pET16-Bst_Sso7d, pET16-

Bst_Sso7d_mut4 и pET16-Btlv_Sso7d использовали 
штаммы E. coli ER2566, BL21de3 pLys и Rosetta 
De3. Трансформированные клетки высевали на 
среду LB (1% бакто-триптон, 0,5% дрожжевой экс-
тракт, 1% NaCl) с агаром, содержащим 100 мкг/мл 
ампициллина для клеток ER2566 и 20 мкг/мл хлор-
амфеникола для клеток BL21 (DE3) pLys и Rosetta 
(DE3), и выращивали в течение 16 ч при 37°С для 
получения отдельных колоний. Затем 7–8 колоний 
переносили в 100 мл среды LB с 100 мкг/мл ампи-
циллина и выращивали 18 ч при 37°С на шейкере 
при перемешивании со скоростью 180 об/мин для 
получения ночной культуры. Полученные ночные 
культуры штаммов-продуцентов E. coli переносили 
в среду LB с 100 мкг/мл ампициллина в культураль-
ных колбах Эрленмейера (процент засева составлял 
2%) и выращивали при 37°С при перемешивании 
со скоростью 160 об/мин. При достижении оптиче-
ской плотности культуры бактерий 0,8 опт. ед. вно-
сили изопропил-β-D1-тиогалактопиранозид до кон-
центрации 0,4 мМ и выращивали при 23°С и 37°С в 
течение 4 и 24 ч. Оптическую плотность измеряли 
спектрофотометрически при длине волны 595 нм. 
Клеточную биомассу получали центрифугировани-
ем в течение 20 мин при 4°С и 4000 об/мин на цен-
трифуге «Avanti JXN-30» («Beckman Coulter»).

Выделение Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4 и Btlv_Sso7d
Клеточную биомассу (2 г) штаммов-про-

дуцентов E. coli BL21 (DE3)pLys/pET16-Bst_
Sso7d, BL21 (DE3)pLys/pET16-Bst_Sso7d_mut4 
и BL21 (DE3)pLys/pET16-Btlv_Sso7d ресуспен-
дировали в буферном растворе 50 мМ Трис-HCl, 
100 мМ NaCl, pH 8,5 с 1 мМ PMSF в соотношении 

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованные для клонирования генов

Матрица Имя Последовательность 5’-3’ ПЦР2 

Bst_Sso7d

рЕТ16_Bst BstF gaaaggaggaggagctctaacatctgcggaaggcgaaaaaccg

BstR agtctcgagttatttcgcatcataccagg ˅

pPSS SsoF tcgtcatatggcgaccgtgaagttcaagtataaag ˅

SsoR agatgttagagctcctcctcctttcttctgtttttccag

Bst_Sso7d_mut4

рЕТ16_Bst_NHis_m4 BstF gaaaggaggaggagctctaacatctgcggaaggcgaaaaaccg

BstR agtctcgagttatttcgcatcataccagg ˅

pPSS SsoF tcgtcatatggcgaccgtgaagttcaagtataaag ˅

SsoR agatgttagagctcctcctcctttcttctgtttttccag

Btlv_Sso7d

pET16-Btlv-Nhis BtlvF gaaaggaggaggagctctaacatctccgtcttctgaggaagaaaagcc

BtlvR aagtctcgagttatttcgcatcataccaagtagaaccgtagtg ˅

pPSS SsoF tcgtcatatggcgaccgtgaagttcaagtataaag ˅

SsoR agatgttagagctcctcctcctttcttctgtttttccag
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1 : 10 (w/v) и разрушали с помощью ультразвуково-
го дезинтегратора «Branson sonifier 250» («Branson 
Ultrasonics») в течение 20 мин при 4°С (цикл —  
0,5 с, амплитуда — 50%). Затем центрифугировали 
при 8000 об/мин в течение 30 мин на центрифуге 
«Allegra X-30R» («Beckman Coulter»). После цен-
трифугирования супернатант разбавляли в 2 раза 
буферным раствором 50 мМ Трис-HCl, 100 мМ NaCl 
pH 8,5 и наносили на хроматографический сорбент 
IMAC FF, предварительно уравновешенный бу-
ферным раствором 50 мМ Трис-HCl, 100 мМ NaCl  
pH 8,5 (буферный раствор А). Очистку от балласт-
ных белков проводили буферным раствором А. 
Целевой белок элюировали линейным градиентом  
буферного раствора А с 500 мМ имидазолом.

После металл-хелатной хроматографии фрак-
ции, содержащие целевой белок, диализовали про-
тив буферного раствора 20 мМ Трис, 100 мМ NaCl, 
0,5% Tween-20, 0,1 мМ ЭДТА, pH 8,3. После прове-
дения диализа к раствору белка добавляли глицерин 
до 50%.

Определение активности ферментов
РНК-зависимую ДНК-полимеразную (ревер-

тазную) активность ферментов определяли с помо-
щью нерадиоактивной методики с флуоресцентной 
детекцией, основанной на образовании дуплекса 
полиадениловой РНК и олигонуклеотидного прай-
мера dT18, в который встраивался интеркалирую-
щий краситель GelStar («Lonza»). ДНК-полимераз-
ную активность ферментов определяли с помощью 
нерадиоактивной методики [27]. В качестве ма-
трицы использовали олигонуклеотид, содержащий 
на 3’-конце шпилечную структуру. В присутствии 
ионов Mg2+ полимеразы катализировали включение 
дезоксинуклеотидов, тем самым удлиняя матрицу. 
Описанные нерадиоактивные методики позволяют 
определять активности ферментов с помощью ам-
плификаторов с оптическим модулем для детекции 
флуоресценции в режиме реального времени.

Устойчивость ферментов к температурному воз-
действию оценивали с помощью дифференциальной 
сканирующей флуориметрии в диапазоне 55–85°С 
по 1°С на шаг, продолжительность шага составляла 
50 с, кривые плавления детектировались по каналу 
Fam на приборе «CFX 96» («Bio-Rad Laboratories»). 

Оптимальные концентрации ионов в реакци-
онной смеси подбирали аналогично анализу поли-
меразной активности с использованием концентра-
ций KCl в диапазоне 50–500 мМ.

Аналитические методы
Концентрацию белка определяли с помощью 

набора «QuDye Protein» (ООО «Люмипроб РУС») на 
флуориметре «Qubit 4» («Thermo Scientific»), чисто-
ту белка — с помощью ДСН-ПААГ-электрофореза 
в денатури рующих условиях [28]. При проведении 

ДСН-ПААГ-электрофореза в денатури рующих ус-
ловиях использовали маркер длин белков — маркер 
молекулярных масс («ThermoScientific»).

Петлевая изотермическая амплификация,  
совмещённая с обратной транскрипцией
Для оценки потенциальной возможности ис-

пользования полученных химерных ферментов  
в составе новых наборов реагентов для диагности-
ки инфекционных заболеваний, проводили тестиро-
вание на наборе реагентов «АмплиСенс SARS-CoV-
2-IT» (РУ № РЗН 2021/14599). В качестве образцов 
использовали генетическую конструкцию, пред-
ставляющую собой бактериофаг MS2 со специ фи-
чес кой вставкой гена ORF1ab коронавируса. Реак-
ционные смеси содержали 0,8 мкл тестируемых 
ферментов в концентрации 0,288 ЕД/мкл или такое 
же количество Bst-полимеразы без Sso7d-домена,  
а также ревертазу (MMLv). Каждый образец ампли-
фицировали в 3 повторах на приборе «Rotor-Gene 
Q» («Qiagen»). 

Функциональные свойства ферментов также 
тестировали в лабораторной методике, предназна-
ченной для определения в биологическом материа-
ле РНК вируса эпидемического паротита в формате 
LAMP с совмещённой обратной транскрипцией. 
Амплифицировали фрагмент гена фосфопротеина 
вируса эпидемического паротита (размер амплико-
на 225 пар оснований, GC-состав 54%). В качестве 
образцов использовали мочу и мазки со слизистой 
оболочки ротоглотки, содержание РНК вируса эпи-
демического паротита (Mumps virus) подтверждали 
секвенированием по методу Сэнгера с помощью на-
бора «BigDye Terminator v. 1.1 Cycle Sequencing Kit» 
(«Thermo Fisher Scientific») на секвенаторе «3500xL 
Genetic Analyzer» («Thermo Fisher Scientific»). 

Экстракцию нуклеиновых кислот проводи-
ли с помощью экспресс-комплекта «ЭДЭМ» (РУ 
№ 2010/07828), а также лизирующего раствора, 
содержащего гуанидин гидрохлорид. В качестве 
контрольного метода экстракции использовали 
комплект реагентов «РИБО-преп» (РУ № ФСР 
2008/03147). Реакционные смеси содержали оли-
гонуклеотиды, комплементарные участкам ампли-
фицируемых мишеней, а также интеркалирующий 
краситель, что позволило регистрировать накопле-
ние специфического продукта амплификации путём 
измерения интенсивности флуоресцентного сигна-
ла в режиме «реального времени»; а также смесь 
глицерина с тиоглицеролом, солями и поверхност-
но-активными веществами (все использованные 
дополнительные реагенты разработаны и произво-
дятся в ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора).  
В качестве контрольного лота использовали нему-
тированную форму Bst-полимеразы без Sso7d-до-
мена в концентрации по белку, равной концентра-
ции тестируемых ферментов. Реакцию проводили 
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по программе: 37°С — 5 мин, 65°С — 30 с, 40 ци-
клов с детекцией по каналу FAM (общая продолжи-
тельность 25 мин).

Оценка устойчивости ферментов  
к ингибиторам LAMP

Для оценки устойчивости ферментов к ин-
гибиторам LAMP использовали муцин («Sigma-
Aldrich»), а также предварительно охарактеризо-
ванные остаточные образцы биологического мате-
риала человека (моча, мазки со слизистой оболочки 
ротоглотки, плазма и цельная кровь). Мазки со сли-
зистой оболочки ротоглотки содержались в транс-
портной среде для хранения и транспор ти ровки ре-
спираторных мазков (РУ № ФСР 2009/05011; ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора).

Ингибиторы добавляли в реакционную смесь 
для LAMP. Реакцию проводили по программе: 
37°С — 5 мин, 65°С — 30 с, 40 циклов с детекцией по 
каналу FAM (общая продолжительность 25 мин). Ре-
зультаты оценивали по наличию/отсутствию флуо-
ресцентного сигнала (обнаружено/не обнаружено) 
и величине значений пороговых циклов (Ct), что 
является достаточным для диагностических систем  
с качественным определением. 

Результаты
Семейство Sso7d включает в себя небольшие 

многочисленные неспецифические ДНК-связыва-
ющие белки, впервые обнаруженные в гипертермо-
фильной бактерии Archaea sulfolobus. Они имеют 
массу 7–10 кДа и обладают различными видами 
функциональной активности: стабилизация двой-
ной спирали, отжиг ДНК при температуре выше 
температуры её плавления и предотвращение агре-
гирования белков. Кроме того, такие белки изменя-
ют конформацию ДНК, вызывая расплетение двой-
ной спирали ДНК [29].

Для получения рекомбинантной Bst-mut4- и 
Btlv-полимеразы были разработаны уникальные син-
тетические последовательности с учётом оптимиза-
ции частоты встречаемости кодонов для экспрессии 
в E. coli. Далее к генам Bst- и Btlv-полимеразы был 
присоединён ген Sso7d, и такие конструкты были 
клонированы в экспрессионный вектор pET16b+ 
для прокариотической экспрессии в клетках E. coli.  
В ходе подбора штаммов-носителей для экспрессии 
генов Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4 и Btlv_Sso7d была 
исследована динамика накопления ферментов при 
разных температурах (23 и 37°С) и времени индукции 
белкового биосинтеза (4 и 24 ч). В результате было 
показано, что все ферменты эффективно нарабаты-
вались в растворимой форме при 23°С в течение 24 ч  
в клетках E. coli BL21 (DE3)pLys (табл. 2–4). 

Для очистки ферментов от клеточных белков 
использовали металл-аффинную хроматографию в 
линейном градиенте имидазола (рис. 1). 

Таблица 2. Подбор штаммов-носителей для экспрессии 
генов Bst-Sso7d

Штамм- 
носитель  

E. coli 

Условия 
культиви-
рования 

Содержание 
белка, % 

Съём клеточной 
биомассы, г/л 

ER2566 23°С, 4 ч 10 2,1

23°С, 24 ч 15 2,3

37°С, 4 ч 12 2,3

37°С, 24 ч 12 2,5

Rosetta De3 23°С, 4 ч 23 2,4

23°С, 24 ч 23 2,6

37°С, 4 ч 21 2,5

37°С, 24 ч 24 2,9

BL21 De3 pLys 23°С, 4 ч 23 2,7

23°С, 24 ч 25 3,14

37°С, 4 ч 24 2,9

37°С, 24 ч 21 3,2

Фракции с чистотой более 90% объединяли 
и проводили диализ против буферного раствора 
20 мМ Трис, 100 мМ NaCl, 0,5% Tвин-20, 0,1 мМ 
ЭДТА pH 8,3 с последующим концентрированием. 
По данным электрофоретического анализа чистота 
фермента составила не менее 90% (рис. 2) с концен-
трацией не менее 2 мг/мл. 

Стоит отметить, что, несмотря на более вы-
сокий процент содержания белка от общей массы 
влажных клеток: в случае экспрессии Bst_Sso7d — 
25% против 23% для Bst_Sso7d_mut4 и Btlv_Sso7d, 
после очистки более высокие выходы демонстри-
ровали последние два фермента. Это связано с тем, 
что оптимизация состава кодонов кодирующей по-
следовательности приводит к увеличению выхода 
белка в растворимой форме.

Тестирование полимеразной активности вы-
деленных ферментов Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4 и 
Btlv_Sso7d проводили на образцах РНК бактерио-
фага MS2 со специфической вставкой, содержащей 
фрагмент генома SARS-CoV-2, методом LAMP с об-
ратной транскрипцией с использованием реагентов, 
входящих в состав набора «АмплиСенс SARS-CoV-
2-IT». Концентрация матрицы составляла 105 копий 
в реакцию. Все новые ферменты проявляли поли-
меразную активность, однако средние значения по-
роговых циклов отличались от контрольного лота 
Bst-полимеразы без Sso7d-домена в сторону уве-
личения значений в среднем на 3,73 для Bst_Sso7d, 
на 3,42 для Bst_Sso7d_mut4 и 2,88 для Btlv_Sso7d 
(рис. 3), что может свидетельствовать о неопти-
мальных условиях реакции для новых ферментов.

Все исследуемые ферменты показали сопо-
ставимые результаты в экспериментах по оценке 
их устойчивости к температурному воздействию  
(рис. 4).
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Таблица 3. Подбор штаммов-носителей для экспрессии 
генов Bst_Sso7d_mut4 

Штамм- 
носитель  

E. coli  

Условия 
культивиро-

вания 
Содержание 

белка, % 
Съём клеточной 

биомассы, г/л 

ER2566 23°С, 4 ч 10 2,1

23°С, 24 ч 11 2,5

37°С, 4 ч 14 2,5

37°С, 24 ч 16 1,7

Rosetta De3 23°С, 4 ч 19 2,2

23°С, 24 ч 21 2,4

37°С, 4 ч 21 2,3

37°С, 24 ч 22 2,5

BL21 De3 pLys 23°С, 4 ч 21 2,1

23°С, 24 ч 23 2,6

37°С, 4 ч 21 2,5

37°С, 24 ч 20 2,7

Таблица 4. Подбор штаммов-носителей для экспрессии 
генов Btlv_Sso7d

Штамм- 
носитель  

E. coli 

Условия  
культивиро-

вания 
Содержание 

белка, % 
Съём клеточной 

биомассы, г/л 

ER2566 23°С, 4 ч 18 2,0

23°С, 24 ч 16 2,5

37°С, 4 ч 16 2,4

37°С, 24 ч 14 2,8

Rosetta De3 23°С, 4 ч 18 2,3

23°С, 24 ч 17 2,4

37°С, 4 ч 19 2,5

37°С, 24 ч 19 2,7

BL21 De3 pLys 23°С, 4 ч 21 2,4

23°С, 24 ч 23 2,5

37°С, 4 ч 23 2,5

37°С, 24 ч 21 2,7

Рис. 1. Электрофореграмма  
очистки ферментов Bst_Sso7d (а),  

Bst_Sso7d_mut4 (б) и Btlv_Sso7d (в).
М — маркер молекулярных масс;  

1 — осветлённый клеточный лизат;  
2 — проскок с металл-хелатного сорбента; 

далее — фракции после аффинной  
хроматографии.

а

б

в
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тивности всех химерных ферментов, оптимальная 
концентрация KCl в буфере для LAMP составила 
200 мМ (рис. 5). 

Наборы реагентов на основе LAMP позволяют 
сократить время амплификации с 1,5–2,5 ч (метод 
ПЦР) до 25–40 мин, при этом имеют высокую специ-
фичность за счёт использования 4–6 олигонуклео-
тидов. Однако процесс экстракции нуклеиновых 
кислот из биологического материала по-прежнему 
является достаточно длительным. Исследуемые 
образцы обрабатываются лизирующим раствором, 
вследствие чего происходит разрушение клеточных 
стенок бактерий и вирусных оболочек с последую-
щим высвобождением в раствор компонентов клет-
ки и нуклеиновых кислот. Применение в протоколе 
экстракции последующих отмывок приводит к уда-
лению из раствора веществ и компонентов клетки, 
которые ингибируют ПЦР. Экспресс-методы отли-
чаются отсутствием этапа отмывки либо наличи-
ем всего одной отмывки: клинический материал, 
взятый в специальную транспортную среду (на-
пример, «ТС-ЭДЭМ»), подвергается термической 
обработке и центрифугированию, в результате чего 
нерастворимые компоненты осаждаются, а нуклеи-
новые кислоты, остающиеся в надосадочной жид-
кости, используются для проведения ПЦР. Однако 
после обеззараживания без экстракции или после 
экспресс-экстракции образцы РНК/ДНК содержат 
примеси, которые могут служить ингибиторами 
ПЦР, например, компоненты транспортных сред, 
лизирующего раствора, крови, мазков, мочи и дру-
гих биоматериалов.

Функциональные свойства полученных в ра-
боте полимераз были проверены на устойчивость к 
наиболее часто встречающимся ингибиторам (ком-
понентам цельной крови, плазмы крови, мочи, му-

Рис. 2. Электрофореграмма очистки ферментов  
Bst_Sso7d_mut4, Bst_old_Sso7d и Btlv_Sso7d.

М — маркер молекулярных масс; 1, 3, 5 — осветлённый  
клеточный лизат Bst_Sso7d_mut4, Bst_Sso7d и Btlv_Sso7d  
соответственно; 2, 4, 6 — конечный очищенный препарат  

ферментов Bst_Sso7d_mut4, Bst_Sso7d и Btlv_Sso7d  
соответственно.

М 1 2 М 3 4 М 5 6

Рис. 3. Оценка активности полученных полимераз в наборе реагентов «АмплиСенс SARS-CoV-2-IT»  
(средние значения порогового цикла).
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Выделенные ферменты Bst_Sso7d, Bst_mut4_
Sso7d и фермент сравнения проявляли слабую 
РНК-зависимую ДНК-полимеразную (ревертаз-
ную) активность как в методике [7], так и при те-
стировании в наборе «АмплиСенс SARS-CoV-2-IT» 
без использования фермента ревертазы. Вместе с 
тем Btlv_Sso7d-полимераза проявляла ревертазную 
активность, сравнимую с активностью ревертазы 
(MMLv), но только в присутствии KCl и (NH4)2SO4, 
что позволяет использовать фермент не только 
для амплификации ДНК/кДНК, но и для обратной 
транскрипции РНК. Изменение состава реакци-
онной смеси (главным образом, добавление KCl) 
позволило добиться увеличения полимеразной ак-
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цину) в реакции LAMP в модельной системе с ис-
пользованием положительных контрольных образ-
цов. Ингибиторы добавляли в реакционную смесь, 
содержащую праймеры из набора реагентов «Ам-
плиСенс SARS-CoV-2-IT» и выделенную РНК бак-
териофага MS2 со специфической вставкой, содер-
жащей фрагмент генома SARS-CoV-2. Результаты 
оценивали по наличию/отсутствию флуоресцент-
ного сигнала («обнаружено»/«не обнаружено»), что 
является достаточным для диагностических систем 
с качественным определением (табл. 5).

Модифицированные ферменты на основе 
Bst-полимеразы, содержащие ДНК-связывающий 
домен Sso7D: Bst_Sso7d и Bst_Sso7d_mut4, проде-
монстрировали сниженную устойчивость к присут-
ствию в реакционной смеси цельной крови и мочи 
по сравнению с контрольным ферментом. В то же 
время фермент Btlv_Sso7d характеризуется более 
высокой устойчивостью к присутствию цельной 
крови (10 об. %), плазмы (1 об. %), мочи (10 об. %). 
Все ферменты сохраняют свою активность в при-
сутствии муцина до 0,5 мг/мл. 

Дальнейшие эксперименты по определению 
влияния ингибиторов на эффективность реак-
ции LAMP проводились только с использованием 
фермента Btlv_Sso7d. Устойчивость полимеразы  
Btlv_Sso7d к ингибиторам из биоматериала (слизь 
из ротоглоточных мазков, соли из мочи), компонен-
там транспортной среды (транспортная среда для 
хранения и транспортировки респираторных маз-
ков (РУ № ФСР 2009/05011)) и лизирующего рас-
твора (1М гуанидина гидрохлорида) была также 
протестирована на 12 клинических образцах мочи 
и 12 образцах мазков со слизистой оболочки рото-
глотки, содержащих РНК вируса эпидемического 

паротита в концентрации 105–108 копий/мл, вы-
деленных тремя различными методами: методом, 
основанным на преципитации с использованием 
набора «РИБО-преп»; экспресс-методом «ЭДЭМ»; 
обработкой раствором 1М гуанидина гидрохлорида 
(для обеззараживания биоматериала) без последую-
щих отмывок. Далее все выделенные образцы срав-
нивали в методике LAMP без добавления ревертазы 
(MMLv) (рис. 6). 

При использовании Btlv_Sso7d-полимеразы,  
в отличие от контрольного фермента, реакция 
LAMP сохраняет свою эффективность во всех из-
ученных условиях, а все биологические образцы, 
содержащие РНК вируса эпидемического пароти-

Рис. 4. Термостабильность химерных полимераз.
а — профили термической денатурации; б — производные величины флуоресценции от температуры.

а б

Рис. 5. Оптимальная концентрация KCl для химерных 
полимераз.
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та использованные в работе, идентифицируются 
как положительные. Наблюдается также не такое 
значительное повышение значений Ct при анали-
зе образцов после выделения нуклеиновых кислот 
экспресс-методом «ЭДЭМ», как в случае контроль-
ного фермента. Всё это показывает, что полимераза 
Btlv_Sso7d обладает достаточной ревертазной ак-
тивностью и повышенной толерантностью к инги-
биторам для качественного обнаружения РНК виру-
са эпидемического паротита (рис. 6).

За счёт более высокой толерантности к инги-
биторам применение новой Btlv_Sso7d-полимеразы 
в реакциях изотермической амплификации на осно-
ве метода LAMP в сочетании с экспресс-методами 
экстракции нуклеиновых кислот, которые включают 
только этап лизиса, позволит вывести молекулярную 
диагностику на новый уровень скорости и сделать 
возможным применение тестов на основе LAMP в 
полевых условиях или «у постели больного». 

Обсуждение
Метод LAMP является перспективным направ-

лением в молекулярной диагностике инфекционных 
заболеваний. Основное достоинство метода — это 
более короткое время анализа: этап амплификации 
занимает всего 25–40 мин, а чувствительность и 
специфичность метода при этом сопоставимы с ме-
тодом ПЦР [1, 2]. Изотермический режим проведе-
ния реакции позволяет использовать более простое 
оборудование для проведения реакции: термостат 
с модулем детекции флуоресценции вместо ампли-
фикатора. 

Кроме этапа собственно амплификации, лю-
бой анализ чаще всего включает этап выделения ну-

клеиновых кислот. Выделение нуклеиновых кислот 
проводится с целью избавления от основных инги-
биторов амплификации, которые могут присутство-
вать в биологических образцах. В среднем, в зави-
симости от используемого метода, этап выделения 
может занимать от 1 до 3 ч. Сокращение этой ста-
дии за счёт применения экспресс-методов выделе-
ния нуклеиновых кислот (10–30 мин) позволит су-
щественно снизить общее время исследования. Для 
успешной реализации такой стратегии необходимы 
разработка и применение ферментов, устойчивых  
к основным ингибиторам амплификации. 

Полученные в работе Bst-полимеразы, со-
держащие ДНК-связывающий домен Sso7D:  
Bst_Sso7d и Bst_Sso7d_mut4 продемонстрировали 
сниженную устойчивость к присутствию в реак-
ционной смеси цельной крови и мочи по сравне-
нию с контрольным ферментом, не содержащим 
дополнительных доменов. В то же время фермент 
Btlv_Sso7d характеризуется более высокой устой-
чивостью к присутствию цельной крови (10 об. %), 
плазмы (1 об. %), мочи (10 об. %). Все ферменты со-
храняют свою активность в присутствии муцина до  
0,5 мг/мл. Эти данные демонстрируют, что добав-
ление ДНК-связывающего домена не привело к по-
вышению устойчивости к ингибирующему эффек-
ту мочи и цельной крови в случае Bst-полимеразы.  
В литературе опубликованы подобные работы, сви-
детельствующие об обратном эффекте при исполь-
зовании различных Bst-подобных полимераз [17, 
18, 30, 31]. Однако родственный химерный фермент 
Btlv_Sso7d, полученный в данной работе, демон-
стрирует высокую устойчивость к ингибирующему 
эффекту компонентов цельной крови, плазмы и мо-

Таблица 5. Сравнение влияния ингибиторов на обнаружение РНК вируса эпидемического паротита при использова-
нии тестируемых ферментов

Ингибиторы Обнаружение РНК вируса эпидемического паротита

название концентрация Bst-полимераза (контроль) Bst_Sso7d Bst_Sso7d_mut4 Btlv_Sso7d

Цельная кровь, об. % 0 + + + +

0,5 + + + +

1,0 + + + +

2,5 + – – +

5,0 + – – +

10,0 – – – +

Плазма крови, об. % 0 + + + +

1 – – – +

Муцин, мг/мл 0 + + + +

0,2 + + + +

0,5 + + + +

Моча, об. % 0 + + + +

5 + – – +

10 – – – +



12 13JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2025; 102(4): ONLINE FIRST 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-604

ORIGINAL RESEARCHES

чи на реакцию LAMP. Такая разница результатов мо-
жет объясняться особенностями генно-инженерных 
конструкций, наличием или отсутствием дополни-
тельных спейсеров между ДНК-связывающим до-
меном и полимеразой, структурой этих спейсеров, 
условиями культивирования и очистки рекомби-
нантных белков. Полученные данные демонстриру-
ют необходимость дальнейших детальных исследо-
ваний в данной области для определения влияния 
ДНК-связывающих доменов на свойства химерных 
ферментов в каждом конкретном случае и опреде-
ления взаимосвязей между структурой и функция-
ми химерных ферментов.

Заключение
В бактериальной системе экспрессии на ос-

нове клеток E. coli получены рекомбинантные хи-
мерные ферменты с вытесняющей активностью: 
Bst_Sso7d, Bst_Sso7d_mut4 и Btlv_Sso7d. Разрабо-
танные протоколы получения и очистки позволяют 
получать ферменты в растворимой форме с выхо-
дом до 25% от всей собранной клеточной массы.  
В реакциях LAMP химерные полимеразы продемон-
стрировали сходную активность с Bst-полимеразой 
без Sso7d-домена. Вместе с тем Btlv_Sso7d-поли-
мераза характеризуется повышенной ревертазной 
активностью и устойчивостью к ингибиторам, что 
позволяет использовать её в наборах реагентов для 
диагностики инфекционных заболеваний методом 
LAMP в сочетании с экспресс-экстракцией нуклеи-
новых кислот путём термоинактивации или лизиса 
в присутствии гуанидина хлорида без последую-
щих отмывок от компонентов биоматериала и ли-
зирующего раствора. Это позволяет существенно 
сократить время проведения анализа. 

По мере роста потребности в быстрой и точной 
диагностике инфекционных заболеваний использо-
вание методов LAMP, а следовательно, и аналогов 
Bst-полимеразы с улучшенными свойствами, будет 
только увеличиваться.
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