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В качестве вторичных антител, наряду с классическими конъюгатами 

антивидовое антитело+фермент, используют белки бактериального происхождения. 

Так, белок связанный с клеточной стенкой большинства штаммов золотистого 

стафилококка связывает молекулы иммуноглобулина с высоким сродством. Свойства 

данного белка связывать молекулы иммуноглобулинов также широко используется для 

фракционирования и очистки антител, которые трудно отделить с применением других 

методов.  

Белок А из Staphylococcus aureus взаимодействует Fс, (константная 

часть иммуноглобулины) доменом иммуноглобулинов различных видов, 

включая человека, и поэтому широко используются при проведении 

количественных и качественных иммунологических исследованиях [1]. 

Анализ аминокислотной последовательности белка А показал два 

функционально различных участков молекулы [2]. Оба региона имеют 

исключительно повторяющиеся структуры. NH2-концевая часть содержит 

пять гомологичных IgG-связывающих доменов, состоящих из 

приблизительно 58 аминокислотных остатков каждый. СООН-концевая 

часть, которая, как полагают, связываются с клеточной стенкой золотистого 

стафилококка  и состоит из нескольких повторяющихся октапептидов (Glu-

Asp-Gly-Asn-Lys-Pro-GlyLYS) [3]. 

Указанные свойства структуры белок А золотистого стафилококка 

способствуют специфически связывать иммуноглобулины, а способность 

метится маркерами (радиоизотопы, ферменты, коллоиды металлов и др.) 

позволяют использовать данный белок в качестве вторичных антител, 

вследствие чего, белок А широко используется для многих препаративных и 

аналитических задач в иммунологии. Белок А, как и другие иммуноглобулин-

связывающие белки, адсорбированные на частицах коллоидного золота 

используются для визуализации связывания антител и антигенных сайтов в 

срезах тканей, клеток и в иммунохроматографическом анализе. 

Известно, что Staphylococcus aureus относится к патогенным 

микроорганизмам и способен вызывать инфекционные заболевания. Данное 

обстоятельство затрудняет рутинное применение золотистого стафилококка в 



качестве источника белка А. Однако, современные методы молекулярного 

клонирования позволяют получить белок А в рекомбинантной форме. 

Имеются данные о экспрессии рекомбинантного белка А в дрожжах Pichia 

pastoris [4] где целевой продукт экспрессируется в культуральную среду. 

Другой перспективной экспрессионной системой для получения белка А 

является Escherichia coli. Однако, ранее проведенные исследования показали, 

что получение полноразмерного белка А в клетках E.coli является крайне 

трудноразрешимой задачей. Решение данной проблемы возможно путем 

анализа пептидной структуры белка А с дальнейшим получением фьюжен 

белка, состоящего из иммуноактивных доменов белка А слитых с каким либо 

инертным в отношении иммуноглобулинов белком кишечной палочки. 

Целью работы является получение рекомбинантного фьюжен белка, 

состоящего из фрагмента белка А Staphylococcus aureus слитого с 

мальтозсвязывающим белком Escherichia coli. 

Объектом исследования является штамм Staphylococcus aureus 

выделенный из инфекционного материала. 

В работе использовались следующие методы исследования: 

микробиологическое выделение чистой культуры, биоинформатики, 

биотехнологии, методы молекулярной биологии и генетической инженерии. 

 Анализ аминокислотной последовательности структуры белка А из 

данных GenBank показал, что в структуре нативного белка А содержатся: 

сигнальный пептид, тандемно расположенные пять иммуноглобулин 

связывающих домена и икс регион на с-конце, который обеспечивает 

связывание белка на клеточной стенке золотистого стафилококка. Поскольку 

икс-регион будет играть негативную роль при экспрессии гена белка А в 

клетках E.coli было клонировано только пять иммуноглобулин связывающих 

сайта белка А. Для получения геномной ДНК был высеян и получена чистая 

культура штамма Staphylococcus aureus. Данная работа была проведена в 

Республиканском диагностическом центре. Выделение геномной ДНК 

проводили с использованием набора Genomic Purification Kit (Promega). 

Далее, фрагмент гена protein A из ДНК золотистого стафилококка был 

амплифицирован методом полимеразной-цепной реакции. Для 

амплификации использовали праймеры включающие сайты рестрикций NcoI 

и NotI. 

Полученный амплификат клонировали в составе вектора pMBP his 

parallel 2 по вышеуказанным сайтам рестрикции. Клонирование 

осуществляли с использованием ферментов нуклеинового обмена. В 

результате сконструирован экспрессионный вектор в котором в открытой 

рамке считывания находятся 5 доменов белка А связывающие 

иммуноглобулины и мальтозасвязывающий белок E.coli – MBP (Maltose 

Binding Protein). На рисунке 1 представлена карта полученной генетической 

конструкций. 

 



 
 

Рисунок 1 – Плазмидная карта вектора pMBP-SPA 

 

Данной конструкцией была трансформированы компетентные клетки 

Escherichia coli штамма BL-21(DE3). Трансформацию проводили методом 

электропорации. Полученные трансформанты выращивались на агаре с 

добавлением ампициллина 150 мг/мл, при температуре +37°С. После отбора 

на твердой питательной среде клоны-трансформанты культивировали в 

жидкой питательной среде LB на шейкере инкубаторе, при температуре 

+37°С, до достижения плотности, соответствующей OD600=0,6. Активацию 

индукции проводили путем добавления изопропил-β-D-1-

тиогалактопиранозида в конечной концентраций 0,5 мМ, после чего, 

культивировали в течений ночи на орбитальном шейкере роторного типа при 

200 об/мин и температуре +37°С. Клетки собирали осаждением при помощи 

центрифугирования. 

Выделение рекомбинантного белка А осуществляли из 400 мл 

индуцированной культуры. Собранные центрифугированием (6000g, +4°C, 7 

минут) клетки были лизированы ультразвуковым дезентегдированием как 

описано ранее [5]. Из полученного белкового экстракта выделение белка А 

слитого с MBP осуществляли металлоаффинной хроматографией на колонке 

HiTrap Chelating (GE) объемом 1 мл, в качестве лиганда использовали ионы 

Ni2+. Очистку проводили в ступенчатом градиенте имидазола с 

концентрацией: 20 мМ, 50 мМ, 100 мМ и 150 мМ остальными компонентами 

элюирующего буфера были: 500 мМ NaCl, 20 мМ Hepes-NaOH (pH 7,5). 

Полученные элюаты хроматографического разделения рекомбинантного 

белка А анализировали в 12% ПААГ геле[6]. На рисунке 2 представлены 

результаты электрофоретического разделения очищенного белка А в 

комплексе с мальтозасвязывающим белком MBP. 



 
 

Рисунок 2 – Результаты хроматографической очистки белка А-MBP 

 

Так как мальтозасвязывающий белок увеличивает молекулярную массу 

на 40,3 кДа, то расчетная молекулярная масса целевого белка составляет 77,3 

кДа. Как видно из рисунка рекомбинантный белок А слитый с белком MBP в 

макисмальном количестве элюировал с колонки при достижении 

концентрации имидазола до 100 мМ. Полученный результат свидетельствует 

о перспективности использования технологии получения рекомбинантного 

белка А путем добавления метки в виде мальдозсвязывающего белка.  

Полученный гибридный белок будет использован в 

иммунохимимческих исследованиях. 
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