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Аннотация. С помощью техники рекомбинантной ДНК создан новый бактериальный штамм Escherichia coli 
ДАЦ-22, клетки которого способны осуществлять гетерологичную экспрессию диаденилатциклазы Bacillus thuring-
iensis – фермента, катализирующего реакцию трансформации аденозин-5′-трифосфата в циклический 3′,5′-диаденилат 
(цикло-ди-АМФ). Для получения этого штамма в качестве клеток-реципиентов плазмиды pET42a+ со встроенным 
геном disA, кодирующим диаденилатциклазу B. thuringiensis, впервые были использованы клетки E. coli «Rosetta 
(DE3) pLysS». Клетки нового штамма способны продуцировать гетерологичную диаденилатциклазу, около 90 % ко-
торой локализовано во фракции каталитически активных телец включения. Продуцирующая способность получен-
ного штамма в отношении диаденилатциклазы, находящейся в составе каталитически активных телец включения, 
составила 720 ед/л культуральной жидкости. Образуемые этим штаммом тельца включения могут быть использованы 
в технологии получения фармакологически перспективного цикло-ди-АМФ.
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HETEROLOGOUS EXPRESSION OF DIADENYLATE CYCLASE  
IN THE FORM OF INCLUSION BODIES WITH ENZYMATIC ACTIVITY

Abstract. Using the DNA recombination technique, a new bacterial strain Escherichia coli DAC-22 was derived, whose 
cells are able to carry out the heterologous expression of Bacillus thuringiensis diadenylate cyclase – the enzyme catalyzing 
the reaction of adenosine-5′-triphosphate (ATP) transformation into cyclic 3′,5′-diadenylate (cyclo-di-AMP). To derive the 
strain, E. coli “Rosetta (DE3) pLysS” cells were originally used as recipients of plasmid pET42a+ with the inserted gene disA 
encoding diadenylate cyclase of B. thuringiensis. The cells of the recombinant strain are able to produce heterologous diade-
nylate cyclase localized predominantly (by 90 %) in the fraction of the catalytically active inclusion bodies. The productivity 
of the new strain with respect to diadenylate cyclase structurally arranged as the inclusion bodies was 720 units/l of cultural 
fluid. The inclusion bodies formed by the newly engineered strain are intended for use in the technology of producing phar-
macologically promising cyclo-di-AMP.
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Введение. Диаденилатциклаза (КФ 2.7.7.85) катализирует реакцию трансформации адено-
зин-5′-трифосфата (АТФ) в циклический 3′,5′-диаденилат (цикло-ди-АМФ) формулы, представ-
ленной на рис. 1.

Рис. 1. Структурная формула цикло-ди-АМФ

Fig. 1. Structural formula of cyclo-di-AMP

Указанное соединение было открыто в 2008 г. в составе грамположительных бактерий и ар-
хей. Цикло-ди-АМФ играет роль патоген-ассоциированного молекулярного паттерна, который 
при попадании в организм человека и позвоночных животных индуцирует синтез интерферонов 
и других провоспалительных цитокинов [1]. Благодаря таким свойствам, цикло-ди-АМФ рассма-
тривается в качестве очень перспективного соединения, которое может быть использовано в ме-
дицине в качестве терапевтических средств и адьювантов для вакцин [2−4].

В настоящее время цикло-ди-АМФ получают главным образом путем многостадийного эко-
логически «вредного» химического синтеза [5]. Альтернативный биокаталитический подход к по-
лучению цикло-ди-АМФ основывается на одностадийном процессе конденсации двух молекул 
АТФ под действием бактериального фермента – рекомбинантной диаденилатциклазы. 

Очевидно, что использование цикло-ди-АМФ в вакцинах или в качестве индуктора интерфе-
ронов потребует производства его в промышленных масштабах. Эта проблема могла бы быть 
решена с помощью генно-инженерных бактериальных штаммов, способных к суперпродукции 
диаденилатциклазы. 

Однако несмотря на хорошую изученность и привлекательность штаммов Escherichia coli, 
гетерологичная экспрессия генов в клетках этой бактерии часто сопровождается агрегацией 
«сверхпродуцированных» целевых белков с формированием водонерастворимых образований, 
которые получили наименование «тельца включения» [6; 7].

Ферменты, включенные в такие тельца, для проявления своей активности обычно требуют 
довольно трудоемкой процедуры солюбилизации. Однако в литературе описаны случаи, когда 
процедура рефолдинга телец включения не требуется, поскольку ферменты, выпадая в осадок, 
не теряют своей активности [8; 9]. 

Следует отметить, что, поскольку цикло-ди-АМФ в повышенных концентрациях губителен 
для клеток, активность этого фермента у диких бактериальных штаммов чрезвычайно низка.  
В связи с этим штаммы-суперпродуценты диаденилатциклазы каноническими селекционно-ге-
нетическими методами не получены. 

Известны рекомбинантные штаммы-продуценты, способные после индукции экспрессии 
клонированных генов диаденилатциклазы продуцировать этот фермент в повышенных количе-
ствах. Так, описан бактериальный рекомбинантный штамм Mycobacterium tuberculosis BCG-
disA-OE, в котором ген диаденилатциклазы (disA) слит с сильным микобактериальным промото-
ром hsp60 в векторе pSD5. По сравнению с родительским штаммом дикого типа, рекомбинант-
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ный штамм характеризуется повышенным в 300 раз уровнем экспрессии гена disA и в 15 раз 
повышенной продукцией цикло-ди-АМФ [10]. При этом авторами работы уровень экспрессии 
гена, кодирующего диаденилатциклазу, зарегистрирован только по экспрессии ее мРНК с ис-
пользованием количественной ПЦР в режиме реального времени. Данных по активности 
штамма в отношении рекомбинантной диаденилатциклазы, выраженной в ед. активности/мл 
культуральной жидкости (КЖ) в работе не приведены и рассчитать их не представляется воз-
можным. 

Описаны три штамма-продуцента диаденилатциклазы, представляющие собой клетки E. coli 
BL21(DE3), трансформированные плазмидами pGP1973, pGP1974 и pGP1975, несущими клони-
рованные гены трех различных изоформ (DisA, CdаA и CdaS) диаденилатциклазы бактерии 
Bacillus subtilis [11]. Данные, позволяющие оценить продуцирующую способность штаммов в от-
ношении рекомбинантной диаденилатциклазы (в единицах активности на 1 л КЖ), в работе не при-
ведены.

Известен рекомбинантный штамм E. coli pBtdac [12], полученный путем трансформации 
штам ма-реципиента E. coli BL21(DE3) плазмидой pET42a(+) со встроенным геном, кодирующим 
диаденилатциклазу B. thuringiensis. Продуктивность штамма в отношении диаденилатциклазы 
(находящихся в тельцах включения) относительно невысокая и составляет 330,75 ед/л КЖ. 

Цель исследования – изучение возможности создания рекомбинантного штамма E. coli на 
основе более эффективной системы гетерологичной экспрессии гена диаденилатциклазы. 

Материалы и методы исследования. Источником структурного гена, кодирующего амино-
кислотную последовательность диаденилатциклазы, служила хромосомная ДНК штамма бак те-
рий B. thuringiensis BT407 (Novagen, США). ДНК выделяли с помощью фенол-хлороформного 
метода с дополнительной очисткой при помощи цетавлона [13]. 

Ген disA синтезировали с помощью ПЦР, используя «Flash полимеразу» (АртБиоТех, Бела-
русь) и синтетические олигонуклеотидные праймеры: DisA_2-F (5′-GTGGTGGTCCACAACATG
GAAGAAAATAAGCAACGTG-3′) и DisA_2-R (5′-GTGGTGGTGGTGCTCATTGTGTCTACTCATA
TATAGATGCTCT-3′). На 5′-окончания праймеров встроены нуклеотидные последовательности 
(подчеркнуты), комплементарные плазмиде pET42a+ (Novagen, США).

Продукты амплификации разделяли путем электрофореза в 1 %-ном агарозном геле. Про-
дукт, соответствующий гену disA, выделяли и встраивали в вектор pET42a+, предварительно 
линеаризованный методом ПЦР с использованием праймеров 42Int_R (5′-GTTGTGGACCACCAC
CATATGTATATCTCCTTCTT-3′) и pET42lin_2-F (5′-GAGCATCACCATCACCACCACCACCACTA
ATTG-3′). Сборку полученных фрагментов ДНК (линеаризованного вектора и гена, кодирующего 
диаденилатциклазу) осуществляли методом продолжительной перекрывающейся ПЦР [14].

Полученной ПЦР-смесью трансформировали компетентные клетки E. coli «Rosetta(DE3) pLysS» 
фирмы Novagen (США), полученные стандартным кальциевым методом [13], c последующим 
высевом на плотную питательную среду LB (1 % триптон, 0,5 % дрожжевой экстракт, 1 % NaCl, 
1 % глюкоза), содержащую канамицин в концентрации 50 мкг/мл. Три выросшие одиночные 
колонии анализировали на наличие вставки гена disA методом ПЦР, используя праймер к Т7-про-
мотору 5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′, входящему в состав плазмиды pET24а+, и праймер  
к гену disA – DisA_2-R. Продукты амплификации были подвергнуты гель-электрофорезу в 1 %-ном 
агарозном геле. Этот эксперимент показал наличие в клетках-реципиентах плазмиды pET24а+ 
со вставкой гена disA, которую мы обозначили pET-intDisA.

Так был получен рекомбинантный штамм бактерий E. coli, клетки которого способны экс-
прессировать гетерологичную диаденилатциклазу B. thuringiensis, обозначенный нами как E. coli 
ДАЦ-22.

Для культивирования E. coli ДАЦ-22 10 мл суточной культуры клеток помещали в две колбы 
Эрленмейера объемом 2 л, содержащие по 500 мл среды LB c канамицином (50 мкг/мл; pH 7,0),  
и растили при 37 °С на качалке при 200 об/мин. После достижения культуральной средой 
оптической плотности 0,6 (λ600нм) вносили индуктор – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид 
(CarlRoth, Германия) до конечной концентрации 0,5 мМ и продолжали культивирование в тече-
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ние 3 ч. По окончании выращивания клетки осаждали центрифугированием (8000 g; 5 мин), ре-
суспендировали в 50 мМ фосфатном буфере (pH 8,0), содержащем 300 мМ NaCl и 10 мМ имида-
зола, получая клеточную биомассу в количестве около 5 г.

Для выделения телец включения из клеток бактерий их разрушали ультразвуком с после-
дующим центрифугированием. Полученный осадок промывали раствором, содержащим мо-
чевину (1 М) и тритон Х-100 (2 %), дважды промывали 50 мМ трис-HCl-буфером (рН 8,0), содер-
жащим 0,1 М NaCl, и ресуспендировали в том же буфере. 

Активность диаденилатциклазы определяли, как описано нами в [8] при анализе дигуани-
латциклазы, заменяя в реакционной смеси ГТФ на АТФ. При этом за единицу активности при-
нимали количество фермента, образующее 1 мкмоль цикло-ди-АМФ за 1 мин протекания реакции. 

Приведенные в работе экспериментальные данные представляют собой доверительный интер-
вал среднего арифметического для 95 %-ного уровня вероятности.

Результаты и их обсуждение. Недостатком единственного найденного в литературе штам-
ма-продуцента диаденилатциклазы с охарактеризованной активностью является его сравни тель но 
невысокая продуцирующая способность в отношении изучаемого фермента. Это обуслов лено, 
по-видимому, недостаточно эффективной системой экспрессии гетерологичного гена, исполь-
зуе мой для создания рекомбинантного штамма-продуцента.

В настоящем исследовании для создания штамма E. coli, продуцирующего диаденилатциклазу, 
было решено впервые использовать в качестве штамма-реципиента штамм E. coli «Rosetta(DE3) 
pLysS», в клетки которого была внедрена плазмида (обозначенная нами pET-intDisA), несущая 
ген, кодирующий диаденилатциклазу B. thuringiensis. В результате этого был получен штамм 
E. coli, продуцирующий гетерологичную диаденилатциклазу в виде каталитически активных 
телец включения. Полученный штамм обладает более высокой продуцирующей способностью 
в отношении гетерологичной диаденилатциклазы, чем штамм-прототип E. coli pBtdac [12]. 

На рис. 2 представлены результаты оценки уровня продукции целевого белка в условиях 
глубинного культивирования. Из электрофореграммы, полученной при помощи белкового гель-
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Рис. 2. Электрофореграмма внутриклеточных белков E. coli ДАЦ-22. Дорожки: 1 – клеточный лизат до индукции;  
2 – клеточный лизат после индукции; 3 – супернатант клеточного лизата; 4 – тельца включения; М – маркер 

молекулярной массы белков

Fig. 2. Electrophoregram of the protein composition of E. coli ДАЦ-22. Tracks: 1 – cell lysate before induction;  
2 – cell lysate after induction; 3 – a cell lysate supernatant; 4 – inclusion bodies;  

M – protein molecular weight markers
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электрофореза в 12 %-ном полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия, видно, что 
диаденилатциклаза накапливается в клетках бактерий в основном в виде телец включения.

Далее тельца включения, полученные как указано в разделе «Материалы и методы 
исследования», внесли в реакционную смесь (конечный объем 10 мл), содержащую (мМ): хлорид 
магния – 10, трис-HCl-буфер (pH 8,0) – 10, АТФ – 5, и инкубировали при 55 °С в те чение 2 ч.  
В этих условиях (рис. 3) выход реакции достиг более 90 % от теоретически возможного. Рассчи-
танная продуци рую щая способность штамма составила 720 ед/л КЖ.

Целевой продукт выделили из реак цион ной смеси путем хроматографии на ко лонке со смолой 
«DEAE-Toyopearl 650 M» (Toyo soda, Япония) (Cl–) с использованием линейного градиента хло-
рида натрия (0–500 мМ). Элюат упарили в 200 раз с помощью роторного испарителя при 55 °С. 
Полученный раствор нанесли на колонку с сефадексом G-10 (Serva, Германия), и целевой про-
дукт сэлюировали водой и высу шили под вакуумом. По лучили 13 мг хро ма тографически чисто-
го цикло-ди-АМФ. Таким образом, выход изоли рован ного це левого продукта в расчете на исход-
ный АТФ составил 75 % от теоретически возможного.

Элементный состав, хроматографи че ская подвижность при хроматогра фирова нии на тон-
кослойных пластинках Silica gel 60 F254 (Merck, Германия) в системе растворителей диоксан–
вода–25 % аммиак (4 : 3 : 0,25), а также параметры УФ-спектра целевого продукта совпали 
с соответствующими характеристи ками заведомо известного образца – цикло-ди-АМФ (Jena 
Bioscience, Германия).

Таким образом, нами показана возможность использования телец включения для эффектив-
ного синтеза цикло-ди-АМФ. Такой подход для получения препарата диаденилатциклазы позво-
ляет значительно повысить продуцирующую способность штамма-продуцента, а также, возмож-
но, неоднократно использовать тельца включения для относительно дешевого метода получения 
фармакологически перспективного циклического динуклеотида.

В плане обсуждения результатов следует отметить, что в настоящее время гетерологичная 
экспрессия белков играет ключевую роль в биотехнологии. При этом, образование телец вклю-

Рис. 3. Динамика накопления цикло-ди-АМФ в реакции, катализируемой тельцами включения  
с рекомбинантной диаденилатциклазой

Fig. 3. Dynamics of accumulation of cyclo-di-AMP in the reaction catalyzed by inclusion bodies  
with recombinant diadenylate cyclase
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чения при гетерологичной экспрессии белков, особенно экспрессии эукариотических белков  
в прокариотических хозяевах, включая E. coli, является одной из самых трудоемких задач для 
исследователей и разработчиков.

В попытке свести к минимуму образование телец включения и, таким образом, повысить 
выход растворимых белков, было предложено много стратегий, включая генетические подходы 
(например, снижение дозы целевых генов), физические методы (например, снижение температу-
ры культивирования), физиологические приемы (например, совместное производство с шаперо-
нами или ограничение источников питания) [15]. Успех применения этих процедур непредсказу-
ем, поэтому они не привели к созданию общепринятого протокола, применимого ко всем бел-
кам, образующим тельца включения. 

С другой стороны, тельца включения представляют собой относительно стабильные белко-
вые отложения. Их легко изолировать при разрушении клеток простыми физическими средства-
ми и использовать в качестве ферментных препаратов, как уже было неоднократно продемон-
стрировано в литературе. 

Заключение. Методами генной инженерии был изолирован и клонирован ген, кодирую-
щий диаденилатциклазу B. thuringiensis. С использованием вектора pET42a+ создана генетиче-
ская конструкция, несущая ген диаденилатциклазы, которой был впервые трансформирован 
штамм E. coli «Rosetta(DE3) pLysS». Полученный рекомбинантный штамм способен осущест-
влять гетерологичную экспрессию диаденилатциклазы, около 90 % которой оказалось локали-
зовано во фракции телец включения. Продуцирующая способность нового штамма в отноше-
нии диаденилатциклазы, находящейся в составе каталитически активных телец включения, 
составила 720 ед/л КЖ. Полученные тельца включения могут выступать в качестве фермент-
ного препарата для использования в технологии получения фармакологически перспективного 
цикло-ди-АМФ.
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