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Резюме. На сегодняшний день туберкулез является одним из самых распространенных и опасных заболе-

ваний в мире. Туберкулез сегодня, как и в начале XX в. — основная причина смерти от инфекционных за-

болеваний, вызванных бактериальными агентами. По данным Всемирной Организации Здравоохранения, 

в 2013 г. в мире туберкулезом заболело более 9 млн человек и около 1,5 млн заболевших погибло. Возбуди-

телем туберкулеза является бактерия Mycobacterium tuberculosis, реже — родственные ей виды Mycobacterium 

bovis и Mycobacterium africanum. В основном в результате заражения бактериальная инфекция поражает легкие, 

однако возможно развитие заболевания и в других органах и тканях. На сегодняшний день эффективная вак-

цинация признана наиболее перспективной стратегией борьбы с туберкулезом. Однако на данный момент 

единственной зарегистрированной и разрешенной к применению противотуберкулезной вакциной является 

вакцина БЦЖ. В мире существует много разновидностей этой вакцины; все они производные одного штамма 

и незначительно различаются между собой по эффективности. Сомнительная эффективность вакцинации 

БЦЖ и побочные эффекты заставляют научное сообщество разрабатывать новые средства профилактики 

туберкулеза. Можно выделить ряд направлений разработки новых противотуберкулезных вакцин, одним 

из которых является создание субъединичных вакцин на основе рекомбинантных белков. Достоинства субъ-

единичных вакцин заключаются в том, что препарат, содержащий очищенный иммуногенный белок, стаби-

лен и безопасен, его химические свойства известны, в нем отсутствуют дополнительные белки и нуклеиновые 

кислоты, которые могли бы вызвать нежелательные эффекты в организме. На данный момент идентифициро-

ван ряд антигенов Mycobacterium tuberculosis, перспективных для использования в качестве компонентов новых 

вакцин. Так, культуральный фильтрат Mycobacterium tuberculosis содержит иммунодоминантные секретируе-

мые антигены, из которых одним из наиболее изученных является белок TB10.4. Белок TB10.4 специфичен 

для микобактерий, распознается на ранней стадии туберкулезной инфекции и способствует пролиферации 

лимфоцитов, ответственных за продукцию IFNγ. Белок TB10.4 также обладает адъювантным действием при 

введении в комплексе с белками микобактерий. Учитывая эти свойства, рекомбинантный белок TB10.4 может 

быть использован для создания новых кандидатных вакцин против туберкулеза.
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PRODUCTION OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS TB10.4 RECOMBINANT PROTEIN 

IN ESCHERICHIA COLI

Dukhovlinov I.V., Fedorova E.A., Dobrovolskaya O.A., Bogomolova E.G., Chernyaeva E.N., Al-Shekhadat R.I., 

Simbirtsev A.S.

Research Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Nowadays tuberculosis is considered one of the most dangerous infectious diseases occurring everywhere, 

and it remains a cause of death of millions of people around the world. According to the World Health Organization 

data, in 2013 tuberculosis caused more than 9 million cases worldwide and about 1.5 million of infected people died. 

The causative agent of tuberculosis in most cases is Mycobacterium tuberculosis. But sometimes it can be Mycobacterium 

bovis or Mycobacterium africanum. Mainly as a result of infection, a bacterial infection affects the lungs, but the disease 

may develop in other organs and tissues. Now for the prevention of tuberculosis vaccination of newborns with attenuated 

vaccine BCG is widely used. The production of this vaccine is cheap and it is safe to use. Thus today, vaccination is the 

primary means of prevention of tuberculosis. However dubious efficacy and a number of side effects observed after vac-

cination, makes the scientific community to develop new effective methods for the treatment of tuberculosis. One of the 

ways to develop new vaccines against tuberculosis is to provide a subunit vaccine based on recombinant proteins. Advan-

tages of subunit vaccines are that the preparation containing the purified protein is stable and secure, its chemical pro-

perties are known, it does not contain additional proteins and nucleic acids, which could cause undesirable effects in the 

human body. One of the most promising antigens for use as components in new vaccines is considered a low molecular 

weight secreted protein TB10.4. TB10.4 protein is recognized at an early stage of tuberculous infection and contributes 

to the proliferation of lymphocytes responsible for the production of IFNγ. TB10.4 protein also possesses an adjuvant 

effect when administered in combination with mycobacterial proteins. Given these properties, the recombinant protein 

TB10.4 can be used to generate new candidate vaccines against tuberculosis. During the study was created high-yield 

E. coli strain, which produces the recombinant protein TB10.4, selected the optimal protocol of induction of the gene 

encoding the protein. The protein was purified using metal affinity chromatography. The purity of the final preparation 

reached 98%.

Key words: recombinant TB10.4, vaccine, tuberculosis, producing strain, cell culture, purifying method.

Введение

Основной причиной смерти от инфекци-

онных заболеваний сегодня, как и в начале 

XX в., является туберкулез [3]. По данным Все-

мирной Организации Здравоохранения (ВОЗ), 

туберкулезом ежегодно заболевает в мире око-

ло 9 млн человек, и около 1,5 млн заболевших 

умирает. Начиная с 90-х гг. XX в., в России про-

изошло ухудшение эпидемической ситуации. 

По данным ФГБУ ЦНИИОИЗ МЗ РФ, в 2013 г. 

в Российской Федерации заболеваемость ту-

беркулезом составила 63 случая на 100 тыс. на-

селения, а смертность — 11,3 случая на 100 тыс. 

населения.

Возбудителем туберкулеза является пато-

ген Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), 

реже — родственные ему виды M. bovis и M. afri-

canum. Основным резервуаром и источником 

аэрогенной туберкулезной инфекции являет-

ся бациллярный больной, выделяющий боль-

шое количество микобактерий с мокротой или 

слюной. Кроме того, заражение может проис-

ходить алиментарным путем — через употреб-

ление молока и молочнокислых продуктов 

от коров, пораженных M. bovis, или яиц от кур, 

инфицированных M. avium. Возможна и кон-

тактная передача инфекции через поврежден-

ные кожные покровы, например, при доении 

больных животных. В результате аэрогенного 

заражения туберкулезный процесс чаще воз-

никает в органах дыхания, при алиментарном 

инфицировании могут поражаться почки, лег-

кие, кости и суставы, периферичес кие лимфо-

узлы, мочеполовые органы, глаза, центральная 

нервная система. В зависимости от основных 

клинических проявлений различают легоч-

ную и нелегочные формы туберкулеза. Тем 

не менее, туберкулез легких остается наиболее 

распространенной и опасной формой заболе-

вания [3].

Без лечения более половины случаев в течение 

5 лет заканчиваются смертью. Если заболевание 

вызвано чувствительными к противотуберкулез-

ным средствам штаммами ми ко бактерий, пра-

вильно назначенное лечение практически всегда 

дает эффект. Однако в последние годы широкое 

распространение получили устойчивые к про-

тивотуберкулезным средствам штаммы мико-

бактерий, лече ние вызванного ими туберкулеза 

проходит крайне сложно. В связи с этим важным 

аспектом в борьбе с данным заболеванием явля-

ется предупреждение развития заболевания — 

вакцинация [6].
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В настоящее время для предупреждения 

туберкулеза широко используется вакциниро-

вание новорожденных детей живой вакциной 

БЦЖ. БЦЖ представляет собой живой атте-

нуированный штамм M. bovis, сохранивший 

свои антигенные и иммуногенные свойства. 

Относительно невысокая стоимость произ-

водства этой вакцины и безопасность ее при-

менения обеспечили широкое распростране-

ние вакцинирования как основного средства 

профилактики туберкулеза. Вакцинация БЦЖ 

в детском возрасте эффективна в отношении 

заболевания милиарной формой туберкулеза 

легких и туберкулезным менингитом. Однако 

в последние годы усиливаются сомнения от-

носительно ее универсальности и эффектив-

ности. Необходимо отметить, что развитие 

туберкулеза на сегодняшний день выявляется 

не только у некачественно вакцинированных 

или невакцинированных детей, но и у лиц, 

которым вакцина БЦЖ была введена правиль-

но и своевременно [2]. Завершенное 60-летнее 

изу чение результатов вакцинации американс-

ких индейцев показало, что долгосрочная эф-

фективность БЦЖ-вакцинирования составля-

ет 52% [5]. Также следует отметить, что БЦЖ, 

подобно другим живым вакцинам, способна 

вызывать отрицательные побочные эффекты. 

Осложнения при вакцинации БЦЖ наблюда-

ются, в частности, у детей, инфицированных 

ВИЧ еще до рождения. Принципиальным не-

достатком вакцины БЦЖ является постепен-

ное (в течение 3–7 лет) снижение поствакци-

нального иммунитета. Согласно результатам 

контролируемых исследований, это приводит 

к практически полному отсутствию защитно-

го эффекта уже через 10 лет после вакцинации 

[11]. В то же время использование БЦЖ для ре-

вакцинации, направленной на поддержание 

противотуберкулезного иммунитета, по дан-

ным экспертов ВОЗ, признается неэффектив-

ным [15], и это подтверждают результаты ран-

домизированного исследования, проведенного 

в Бразилии с участием более 300 тыс. школь-

ников в возрасте от 7 до 14 лет [10].

Таким образом, к настоящему времени на-

зрела необходимость разработки вакцин ново-

го поколения как наиболее эффективных им-

мунопрофилактических средств борьбы с ту-

беркулезом, в первую очередь с его легочной 

формой.

Одним из направлений разработки новых 

противотуберкулезных вакцин является созда-

ние субъединичных вакцин на основе рекомби-

нантных белков [3]. Субъединичными называ-

ют вакцины, которые содержат только отдель-

ные компоненты патогенного микроорганизма, 

эпитопы антигенов, активно распознаваемые 

иммунной системой. Достоинства субъединич-

ных вакцин заключаются в том, что препарат, 

содержащий очищенный иммуногенный белок, 

стабилен и безопасен, его физико-химические 

свойства известны, в нем отсутствуют дополни-

тельные белки и нуклеиновые кислоты, кото-

рые могли бы вызвать нежелательные эффекты 

в вакцинируемом организме [8].

К началу 2000 г. было получено несколь-

ко вариантов субъединичных вакцин, одна-

ко их протективный эффект при испытани-

ях оказался в ряде случаев непредсказуемым 

и сильно варьировал [13]. Изучение генома 

M. tuberculosis штамма H37Rv показало, что он 

содержит 3995 открытых рамок считывания, 

но лишь для 52% из них удалось предсказать 

функциональную активность. Анализ протео-

ма позволил выявить не менее 1800 клеточных 

и 800 секретируемых белков [14].

Удалось идентифицировать ряд антиге-

нов M. tuberculosis, перспективных для ис-

пользования в качестве компонентов новых 

вакцин. К ним относятся, в частности, им-

мунодоминантные секретируемые антигены, 

присутствующие в культуральном фильтрате 

M. tuberculosis, среди которых наиболее изу-

чены антигены семейства ESAT-6 (Early Secret 

Antigen Target-6). Специфические белки данно-

го семейства обладают высокой иммуногеннос-

тью. Среди них наибольшую иммуногенность 

по уровню антиген индуцированного синте-

за γ-интерферона (IFNγ) мононуклеарными 

клетками периферической крови доноров де-

монстрирует белок TB10.4 с молекулярной мас-

сой 10,4 kDa. Он распознается на ранней ста-

дии туберкулезной инфекции и способствует 

пролиферации лимфоцитов, ответственных 

за продукцию IFNγ. Белок TB10.4 также об-

ладает адъювантным действием при введении 

в комплексе с белками микобактерий [1]. Учи-

тывая эти свойства, белок TB10.4 является пер-

спективным антигеном для разработки канди-

датных вакцин против туберкулеза.

Наиболее эффективной системой для на-

работки рекомбинантных белковых антигенов 

является система экспрессии на основе клеток 

E. coli, которая и была выбрана в данном иссле-

довании для получения рекомбинантного бел-

ка TB10.4 Mycobacterium tuberculosis.

Материалы и методы

Синтез и клонирование гена, кодирующе-

го белок TB10.4. Синтез последовательности 

гена tb10.4 M. tuberculosis длиной 351 п.о. осу-

ществляли методом ПЦР с использованием 
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перекрывающихся олигонуклеотидов [9], по-

лученных с помощью синтезатора ДНК ASM-

800 (БИОССЕТ, Россия). Последовательность 

гена соответствовала аналогичному гену 

tb10.4 M. tuberculosis штамма H37Rv [4]. В об-

щей сложности для синтеза гена tb10.4 дли-

ной 351 п.н. было использовано 13 праймеров. 

Синтезированную последовательность вы-

деляли из агарозного геля после проведения 

электрофореза и клонировали в плазмидном 

векторе pGEM-T Easy. После секвенирова-

ния ген tb10.4, не содержащий замен, пере-

клонировали в векторе pET28a(+) по сайтам 

рестрикции XhoI и NdeI. Данная плазмида 

содержит в своем составе фрагмент, кодиру-

ющий полигистидин, находящийся в рамке 

трансляции на N-конце последовательнос-

ти. Таким образом, любая клонированная 

в вектор нуклеотидная последовательность 

экспрессируется в виде белка, слитого с по-

лигистидином для удобства его дальнейшей 

очистки с использованием иммобилизован-

ной металлоаффинной хроматографии. Кло-

нированный в плазмиде pET28a(+)ген tb10.4 

также секвенировали.

Создание штамма-продуцента белка TB10.4. 

Для экспрессии гена, кодирующего белок 

TB10.4, использовали клетки E. coli штамма 

BL21 Star (DE3) (Invitrogen, США) с генотипом 

F-ompThsdSB (rB-mB-)galdcm rne131 (DE3), со-

держащие в геноме λDe3 лизоген и мутацию 

rne131. Мутированный ген rne (rne131) кодирует 

усеченную форму РНКазы Е, что уменьшает 

внутриклеточное разрушение мРНК, приво-

дя к увеличению ее ферментативной стабиль-

ности. Получать непротеолизированные ре-

комбинантные белки в больших количествах 

позволяют lon- и оmpТ-мутации по генам про-

теаз. Трансформацию компетентных клеток 

плазмидой pET28a(+)tb10.4 осуществляли ме-

тодом электропорации.

Для быстрого скрининга рекомбинантных 

клонов E. coli на наличие плазмид pET28а(+)

tb10.4, плазмидную ДНК выделяли из 2 мл 

культуры и анализировали электрофорезом 

в агарозном геле.

Для проверки наличия вставки в плазми-

дах проводили реакцию ПЦР. Реакцию про-

водили в объеме 50 мкл. В качестве матрицы 

брали материал одной отдельной колонии раз-

мером около 1 мм. Реакцию проводили с помо-

щью Taq-полимеразы с использованием прай-

меров T7 promoter primer, T7 terminator primerв 

термоциклере С1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, 

США) в течение 35 циклов: 20 c при 95°C, 20 c 

при 50°C, 60 c при 72°C. Для достраи вания об-

разовавшихся цепей ДНК проводили допол-

нительный цикл: 5 мин при 72°С. Результат 

ПЦР анализировали электрофорезом в ага-

розном геле.

Индукция экспрессии гена tb10.4. Осущест-

вляли подбор оптимального прокола ин-

дукции экспрессии гена, кодирующего ре  ком-

бинантный белок TB10.4. Для этого проводили 

индукцию экспрессии гена с помощью изо-

пропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) 

в трех концентрациях и при различных темпе-

ратурах.

Индукцию экспрессии гена ИПТГ осущест-

вляли следующим образом. Инкубировали 

клетки при +37°С в термостатированном шей-

кере роторного типа при 250 об./мин в течение 

ночи в LB среде (1% триптон, 0,5% дрожжевой 

экстракт и 1% натрий хлористый), содержа-

щей канамицин в концентрации 25 мкг/мл. 

Разводили культуру свежей LB средой в 50 раз 

и выращивали в термостатированном шейкере 

роторного типа при 250 об./мин +37°С до дос-

тижения культурой клеток оптической плот-

ности 0,6–0,8 оптических единиц при длине 

волны 600 нм. После этого осуществляли ин-

дукцию экспрессии целевого гена добавлени-

ем ИПТГ к культуре до конечной концентра-

ции 0,1; 0,5 или 1 мМ. Затем инкубировали при 

определенной температуре в термостатиро-

ванном шейкере роторного типа при 200 об./

мин в течение ночи. Для подбора оптимально-

го протокола индукции инкубировали куль-

туру при +37°С, +25°С и при +16°С. После чего 

клетки концентрировали с помощью центри-

фугирования.

Далее отбирали аликвоту клеток для ана-

лиза. Контроль экспрессии осуществляли 

с помощью диск-электрофореза лизата клеток 

после индукции. Электрофорез клеточных 

лизатов проводили в 16%-ном полиакрила-

мидном геле в денатурирующих условиях в не-

однородной (ступенчатой) буферной систе-

ме (диск-электрофорез) [12]. Осаждали лизат 

и анализировали растворимость белка: нано-

сили супернатант и осадок на 16%-ный ПААГ 

и проводили электрофорез в денатурирующих 

условиях в неоднородной (ступенчатой) бу-

ферной системе (диск-электрофорез).

Определение локализации целевого белка 

TB10.4. Клетки штамма-продуцента после ин-

дукции отмывали от питательной среды нат-

рий-фосфатным буфером. Далее определяли 

локализацию целевого белка по следующей 

схеме. Клетки подвергали трем циклам сони-

кации на льду по 30 с с перерывом в 2 мин. Пос-

ле этого клетки концентрировали центрифу-

гированием при 10 000g в течение 20 мин. Да-

лее отбирали аликвоты супернатанта и осадка 
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телец включения для анализа. Контроль осу-

ществляли с помощью диск-электрофореза су-

пернатанта и телец включения после солюби-

лизации. Электрофорез проводили в 16%-ном 

полиакриламидном геле в денатурирующих 

условиях в неоднородной (ступенчатой) бу-

ферной системе (диск-электрофорез) [12].

Очистка рекомбинантного белка TB10.4. 

Очистку рекомбинантного белка TB10.4 про-

водили с использованием метода иммобили-

зованной металлоаффинной хроматографии 

с использованием сорбента Ni-НТУ сефаро-

зы [7]. Связывание с данным сорбентом про-

исходит за счет 6 остатков гистидина, име-

ющихся на N-конце полученного рекомби-

нантного белка. Клетки штамма-продуцента 

после индукции отмывали от питательной 

среды натрий-фосфатным буфером и лизиро-

вали с помощью 3 циклов соникации на льду 

по 30 с перерывом в 2 мин. После чего клетки 

концентрировали центрифугированием при 

10 000g в течение 20 мин. Затем проводили со-

любилизацию телец включения ресуспенди-

рованием осадка клеток в буфере, содержащем 

500 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 8,0; 8 М 

мочевину; 500 мМ хлористый натрий; 10 мМ 

имидазол.

Колонку, содержащую Ni-НТУ сефарозу, 

предварительно уравновешивали буфером для 

нанесения (500 мМ натрий-фосфатный буфер, 

рН 8,0; 8 М мочевина; 500 мМ хлористый нат-

рий; 10 мМ имидазол). Солюбилизированные 

тельца включения наносили на колонку. Далее 

промывали колонку двумя объемами буфера 

для нанесения. После этого промывали ко-

лонку тремя объемами буфера для промывки 

(500 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 8,0; 8 М 

мочевина; 500 мМ хлористый натрий; 30 мМ 

имидазол). Элюировали белок с помощью 

4 мл буфера для элюции (500 мМ натрий-фос-

фатный буфер; рН 8,0; 8 М мочевина; 500 мМ 

хлористый натрий; 200 мМ имидазол). Соби-

рали фракции по 1 мл, концентрацию белка 

в них определяли по методу Бредфорда. Далее 

материал анализировали с помощью диск-

электрофореза в 16%-ном полиакриламидном 

геле в денатурирующих условиях в неоднород-

ной (ступенчатой) буферной системе [12].

Оценка чистоты полученного препарата бел-

ка после иммобилизованной металлоаффинной 

хроматографии. Электрофореграмма препара-

та белка TB10.4 была проанализирована с по-

мощью программы ImageJ. Программа пред-

назначена для денситометрического анализа 

данных различных экспериментов. В ручном 

режиме были размечены дорожки, затем отме-

чены полосы, соответствующие белкам в рам-

ках каждой из дорожек. Программа оценивает 

плотность каждой из полос за вычетом фона, 

что позволяет рассчитать чистоту целевого 

белка.

Результаты

Создан высокопродуктивный штамм-проду-

цент рекомбинантного белка TB10.4 M. tuber-

culosis на основе клеток E. coli BL21(DE3), транс-

формированных вектором pET28a(+)tb10.4.

Рассчитанная молекулярная масса белка 

TB10.4 составила 12,5 kDa, pI 6.02. Молекуляр-

ная масса полученного белка совпала с рас-

четной.

Подобран оптимальный протокол индук-

ции экспрессии гена tb10.4. Экспрессия гена 

индуцируется при использовании индуктора 

ИПТГ во всех трех исследуемых концентраци-

ях (0,1; 0,5 или 1 мМ).

При этом важной особенностью являет-

ся то, что индукция наблюдается только при 

инкубации культуры клеток с индуктором 

в течении ночи при +16°С, а при температу-

рах +37°С и +25°С индукции экспрессии гена 

не происходит.

Рисунок 1. Электрофореграмма результатов 

индукции экспрессии гена tb10.4 

с использованием 0,1 мМ ИПТГ; результатов 

определения локализации белка TB10.4; 

результатов очистки белка TB10.4

16% ПААГ; 0,1% ДДС-Na
1. Маркер молекулярного веса (Fermentas).
2. Лизат клеток штамма-продуцента до индукции.
3.  Лизат клеток штамма-продуцента после индукции 

с использованием 0,1 мМ ИПТГ.
4. Тельца включения.
5. Супернатант.
6.  Высокоочищенный препарат рекомбинантного белка 

TB10.4, полученный после проведения металлоафинной 
хроматографии.

1 2 3 4 5 6
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При изучении динамики биосинтеза реком-

бинантного белка TB10.4 в клетках штамма-

продуцента выявили максимальный уровень 

экспрессии гена tb10.4 после индукции экс-

прессии 0,1 мМ ИПТГ при температуре +16°С, 

который составил 15% от общего количества 

клеточного белка. При анализе локализации 

белка TB10.4 было показано, что белок нахо-

дится в тельцах включения (рис. 1). Это обу-

словило выбор способа очистки белка в дена-

турирующих условиях.

Получен высокоочищенный рекомбинант-

ный белок TB10.4 с использованием металло-

аффинной хроматографии с сорбентом Ni-НТУ 

сефарозой. По результатам денситометричес-

кого анализа электрофореграммы с помощью 

программы ImageJ рассчитали, что чистота це-

левого белка составляет 95,9% (рис. 2).

Использование созданного штамма и вы-

бранного протокола индукции позволяет 

получить до 50 мг высокоочищенного белка 

TB10.4 из 1 л питательной среды.

Обсуждение

В настоящее время основным средством 

профилактики туберкулеза является вакци-

нирование детей аттенуированной вакциной 

БЦЖ. Показано, что вакцина БЦЖ имеет ряд 

недостатков, которые дают основание сомне-

ваться в ее универсальности и эффективнос-

ти. В то же время эффективная вакцинация, 

направленная на предупреждение формиро-

вания «открытых» форм туберкулеза, являет-

ся важнейшим фактором, ограничивающим 

распространение инфекции. Таким образом, 

необходимость разработки и создания прин-

ципиально новых, безопасных иммунопрофи-

лактических и терапевтических средств явля-

ется приоритетной задачей.

Проблема создания безопасной и простой 

в производстве и использовании вакцины про-

тив туберкулеза, имеющей низкую стоимость, 

может быть решена за счет использования вы-

сокоочищенного рекомбинантного белка или 

смеси белков. Ввиду этого, использование вы-

сокоочищенных рекомбинантных белков, по-

лученных в клетках E. coli, в качестве активного 

вещества вакцины, является наиболее перспек-

тивным вариантом. Использование вакцин 

на основе рекомбинантных белков позволяет 

избежать рисков, связанных с введением в ор-

ганизм живого бактериального штамма, пусть 

и аттенуированного. Также выбранный белок 

не несет функций природного белка и, соот-

ветственно, не может вызывать побочных эф-

фектов, характерных для вакцин, полученных 

с использованием живых аттенуированных 

бактерий.

Показано, что среди антигенов M. tuberculo-

sis с протективной активностью центральное 

мес то занимают секретируемые белки. Белок 

TB10.4 является секретируемым белком, а так-

же обладает адъювантным действием при вве-

дении в комплексе с белками микобактерий, 

что позволяет рассматривать данный белок 

в качестве перспективного агента для созда-

ния противотуберкулезной вакцины.

Целью исследования являлось получение 

высокоочищенного рекомбинантного белка 

Рисунок 2. Денситограмма результатов анализа электрофореграммы высокоочищенного препарата 

рекомбинантного белка TB10.4 в программе ImageJ



321

2015, Т. 5, № 4 Получение рекомбинантного TB10.4

TB10.4. Для ее достижения был произведен 

ряд действий: получен ген, кодирующий ре-

комбинантный белок TB10.4, создан вектор 

рЕТ28а(+)tb10.4, создан высокопродуктивный 

штамм E. coli BL21(DE3)pET28a(+)tb10.4 — 

продуцент рекомбинантного белка TB10.4. 

В работе использовался ген, оптимизирован-

ный по кодоновому составу, что увеличило 

уровень экспрессии. Далее был подобран оп-

тимальный протокол индукции экспрессии 

гена, кодирующего белок TB10.4, обеспечива-

ющий высокий выход белка при наименьших 

затратах. Была наработана биомасса, содержа-

щая рекомбинантный белок TB10.4, белок был 

очищен с использованием металлоаффинной 

хроматографии.

Таким образом, нами был получен высоко-

продуктивный штамм-продуцент белка TB10.4, 

разработан оптимальный протокол индукции 

экспрессии целевого гена и способ очистки 

рекомбинантного белка, который поз воляет 

получать до 50 мг высокоочищенного белка 

TB10.4 из 1 л культуральной среды. Получен-

ный белок может быть использован в качест-

ве компонента кандидатной вакцины против 

туберкулеза.
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