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Загрязнение эндотоксинами рекомбинантных белков, полученных из Escherichia coli, в ряде случаев 
является достаточно серьёзной проблемой. Одним из путей её решения может быть использова-
ние специальных модифицированных штаммов со сниженным содержанием липополисахаридов 
(ЛПС). Мы сравнили два подхода к получению подобных штаммов. Первый достаточно широко 
известен и заключается в модификации метаболического пути синтеза ЛПС с помощью нокаута 
семи генов E.  coli. Второй подход, ранее не применявшийся, основан на повышении экспрес-
сии белка E. coli YciM. По литературным данным, повышение экспрессии YciM приводит к сни-
жению количества белка LpxC, который является ключевым ферментом пути биосинтеза ЛПС. 
Мы решили проверить, приведёт ли коэкспрессия YciM и eGFP к снижению количества эндоток-
синов в препаратах выделенного рекомбинантного eGFP. В итоге оба подхода показали сходный 
результат. И в том и в другом случае происходит падение количества эндотоксинов в препаратах 
очищенного модельного белка.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рекомбинантный белок, липополисахарид, эндотоксин, штамм-продуцент, ли-
пид IVa, CRISPR, Cas9.

DOI: 10.31857/S0320972523090117, EDN: WUMDOY

Принятые сокращения: ЛПС – липополисахариды; ОП600 – оптическая плотность раствора при длине волны 600 нм 
и длине оптического пути 1 см; eGFP – рекомбинантный зелёный флуоресцирующий белок.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день Escherichia coli ши-
роко используется в биотехнологии как эф-
фективный продуцент рекомбинантных бел-
ков. Главные преимущества этой бактерии при 
получении рекомбинантных белков заключа-
ются в простоте манипуляций, дешевизне и 
лёгкой масштабируемости процесса культи-
вирования. Однако использование E. coli для 
производства белков связано с целым рядом 
проблем, основными из которых являются 
частый неправильный фолдинг с образова-
нием продуктом телец включения и отсутствие 
большинства посттрансляционных модифика-
ций. В ряде случаев серьёзной проблемой ока-
зывается также загрязнение препаратов бел-

ков липополисахаридами (ЛПС). ЛПС – это 
основной компонент внешней мембраны, при 
этом они являются сильным эндотоксином [1]. 
ЛПС действуют как агонисты рецепторного 
комплекса CD14/TLR4/MD2 клеток млеко-
питающих, что вызывает септический шок и 
может приводить к летальному исходу  [1]. В 
связи с этим при медицинском использовании 
рекомбинантных белков, полученных в E. coli, 
а также при целом ряде биологических экспе-
риментов, на результаты которых оказывают 
влияние ЛПС, требуется тщательная очистка 
препаратов белков от эндотоксинов.

Проблема загрязнения рекомбинантных 
белков ЛПС закономерно привела к тому, что 
исследователи пытаются её решить разными 
способами. Один из них – дополнительная 
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Рис. 1. Схема двух отрезков пути биосинтеза ЛПС у E.  coli. 1  – Путь образования липида  IVа (Lipid  IVa) из UDP-
N-ацетилглюкозамина (UDP-GlcNAc). Белок YciM подавляет одну из стадий биосинтеза липида IVа за счёт сниже-
ния количества фермента LpxC. 2 – Путь образования Kdo2-липида А (Kdo2-Lipid A), его производных и вариантов 
из Kdo2-липида  IVa (Kdo2-Lipid  IVa). P-EtN-Kdo2-Lipid  A  – фосфоэтаноламин-Kdo2-липид  А, Kdo2-Lipid  A′  – гепта-
цилированный Kdo2-липид  А, Kdo2-Lipid  A′′  – вариант Kdo2-липида  А с остатком пальмитолеиновой кислоты вме-
сто остатка лауриновой. Для блокирования синтеза ЛПС были нокаутированы гены всех ферментов, обозначенных 
на схеме 2, а также гены kdsD и gutQ, ответственные за синтез Kdo (3-дезокси-D-манно-2-октулозоновой кислоты) [4, 7]

очистка белков in  vitro. Одним из самых эф-
фективных способов её проведения является 
использование специальных сорбентов с им-
мобилизованным полимиксином, который спе-
цифически связывает бактериальные ЛПС, 
например, Affi-Prep Polymyxin Support («Bio-
Rad», США) или Detoxi-Gel («Thermo Fisher 
Scientific», США). Другое направление пред-
ставляет собой использование метаболической 
инженерии для получения штаммов E. coli со 
сниженным содержанием ЛПС и модификации 
ЛПС для снижения их токсичности. Молекула 
ЛПС грамотрицательных бактерий состоит из 
трёх частей – гидрофобного липида А (который 
определяет эндотоксические свойства ЛПС), 
корового олигосахарида и O-антигена  [1,  2]. 
При этом у многих лабораторных штаммов 
E. coli O-антиген отсутствует, у штамма E. coli В 
и его производных отсутствует также дисталь-
ная часть корового олигосахарида  [3]. Сооб-
щается, что возможна модификация структуры 
липида  А при помощи генно-инженерных ме-
тодов таким образом, чтобы он не распозна-
вался рецепторами на клетках млекопитающих 
и, следовательно, терял свою пирогенность [4]. 
Показано, что количество, длина, положение 
ацильных остатков, а также наличие или отсут-
ствие остатков фосфорной кислоты в положе-
ниях 1 и 4′ липида А критичны для активации 
TLR4/MD-2-комплекса клеток млекопитаю-
щих [5, 6]. Mamat et al. были получены модифи-
цированные штаммы E. coli K12 и BL21(DE3), у 
которых во внешней мембране присутствовал 
только предшественник ЛПС – липид  IVа  [4]. 

Для этого был последовательно выключен ряд 
генов, участвующих в синтезе ЛПС – kdsD, 
gutQ, lpxL, lpxM, pagP, lpxP, eptA, а также введе-
на компенсаторная мутация C52A для штамма 
K12 или С148A для штамма BL21 (DE3) в гене 
msbA, позволяющая выживать летальному фе-
нотипу с нокаутами генов kdsD и gutQ.

Помимо модификации структуры ЛПС, же-
лательно также добиться общего снижения их 
количества. Согласно литературным данным, 
лимитирующей стадией синтеза липида  A яв-
ляется стадия деацетилирования UDP-3-O-
(R-3-гидроксимиристоил)-N-ацетилглюкоз-
амина, которая катализируется продуктом гена 
lpxC [7]. Описан белок YciM, выключение гена 
которого приводит к увеличению количества 
фермента LpxC и значительному возраста-
нию количества ЛПС, приводящему к гибели 
клетки. Напротив, повышение синтеза YciM 
способствует снижению количества ЛПС  [7]. 
В этой работе мы использовали оба подхода с 
целью сравнить их между собой, а также про-
верить возможное усиление эффекта при со-
вместном использовании (рис. 1). Для этого 
мы с помощью системы CRISPR/Cas9 нокау-
тировали в штамме E. coli Rosetta 2(DE3) гены 
kdsD, gutQ, lpxL, lpxM, pagP, lpxP, eptA и вве-
ли мутацию C52A в гене msbA. В то же время 
мы сконструировали рекомбинантную плаз-
миду для повышения наработки белка YciM. 
Мы сравнили уровень содержания ЛПС в об-
разцах выделенного из бактерий рекомбинант-
ного зелёного флуоресцирующего белка (eGFP, 
enhanced GFP) для мутантного штамма и для 
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штамма с повышенным синтезом YciM, а также 
используя два этих подхода одновременно.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы, плазмиды, условия культивирова-
ния. При конструировании рекомбинантных 
плазмид использовали штамм E. coli Top 10 
(F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ–) («Invitrogen», 
США). В качестве исходного штамма для 
геномной инженерии выступал E. coli Roset-
ta 2(DE3) (F– ompT hsdSB(rB– mB–) gal dcm 
(DE3) pRARE23 (CamR)) («Novagen», США). 
Клетки E. coli культивировали в среде LB с 
повышенным содержанием NaCl в модифика-
ции Миллера (1% (m/v) триптона, 0,5% (m/v) 
дрожжевого экстракта, 1% (m/v) NaCl) при 
37 °C или 30 °С. При необходимости добавляли 
ампициллин (150 мг/л), канамицин (50 мг/л), 
спектиномицин (50 мг/л) или хлорамфени-
кол (6 мг/л). Для клонирования структурной 
части гена yciM использовали плазмиду pBAD/
Myc-His A («Thermo Fisher Scientific»), для ге-
номного редактирования использовали плаз-
миды pCas и pTargetT, любезно предоставлен-
ные Шенг Янгом  [8]. Для продукции модель-
ного белка eGFP использовали плазмиду pET-
eGFP(Kan), сконструированную нами ранее 
(Приложение 1).

Конструирование экспрессионной плазмиды, 
кодирующей белок YciM. Для получения экс-
прессионного вектора использовали метод 
неполного полимеразного удлинения прай-
мера (PIPE) [9]. Фрагмент ДНК, кодирующий 
YciM, а также плазмида pBAD/Myc-His A были 
амплифицированы с использованием пар оли-
гонуклеотидов ycimF/ycimR и bad-pipe1/bad-
pipe2 соответственно (Приложение 2), и также 
геномной ДНК E. coli Rosetta 2(DE3) в каче-
стве матрицы. С целью избавления от матрич-
ной ДНК ампликоны были очищены с помо-
щью электрофореза в агарозном геле, а затем 
смешаны в приблизительно эквимолярных 
ко личествах. Полученной смесью напрямую 
трансформировали клетки E. coli Top10 и рас-
севали их на агаризованную среду LB, содер-
жащую 150 мкг/мл ампициллина. Выросшие 
колонии анализировали на наличие рекомби-
нантной вставки в плазмидах путём ПЦР с ис-
пользованием олигонуклеотидов badF и badR 
(Приложение 2). Клоны, содержащие плазми-
ды со вставкой нужного размера, пересевали 
в жидкую среду LB, содержащую 150 мкг/мл 
ампициллина, подращивали и выделяли из 

полученной биомассы плазмидную ДНК. Ва-
лидацию структуры рекомбинантных плазмид 
проводили путём секвенирования целевого 
участка ДНК по Сэнгеру с использованием 
автоматического капиллярного секвенатора 
ABI Prism 3500xl («Applied Biosystems», США). 
В  результате получена плазмида pBAD-YciM, 
содержащая рекомбинантный ген под контро-
лем промотора арабинозного оперона, коди-
рующий белок YciM (Приложение 1).

Нокаут генов биосинтеза ЛПС в штамме 
E. coli Rosetta 2(DE3). Для направленного ре-
дактирования последовательности геномной 
ДНК штамма E. coli Rosetta 2(DE3) применя-
ли систему CRISPR/Cas9 с использованием 
плазмид pCas и pTargetT  [8]. Все генетиче-
ские конструкции, а также последовательности 
протоспейсеров гидовых РНК и схема сборки 
плазмид приведены в Приложении 3. Кон-
струирование сайт-направляющих векторов 
pTargetT проводилось по общей схеме для всех 
выбранных мишеней. На первом этапе с по-
мощью ПЦР получали фрагмент ДНК, коди-
рующий последовательность гидовой РНК с 
N20-спейсером, специфичным к гену-мише-
ни, а также донорный фрагмент ДНК, гомо-
логичный гену-мишени, для последующей 
гомологичной рекомбинации с целью редак-
тирования. Ампликоны очищали с помощью 
электрофореза в агарозном геле и смешивали 
в эквимолярных количествах. Смесь ампли-
конов использовали в качестве матрицы при 
ПЦР-амплификации, в результате чего были 
получены фрагменты ДНК для встраива-
ния в плазмиду pTargetT. Каждый из них имел 
участок, кодирующий гидовую РНК, специ-
фичную к одному из генов-мишеней, а также 
область, гомологичную гену-мишени, для по-
следующей рекомбинации. Полученные фраг-
менты ДНК были очищены и клонированы в 
составе плазмиды pTargetT. Для этого смесь 
плазмиды и одного из фрагментов обраба-
тывали эндонуклеазами рестрикции SpeI и 
SalI, после чего проводили реакцию лигиро-
вания. Продуктами реакции трансформиро-
вали клетки E. coli Top10. Выросшие колонии 
анализировали на наличие рекомбинантной 
вставки в плазмидах путём ПЦР с использо-
ванием праймеров pts1 и pts2 (Приложение 2). 
Процедуру геномного редактирования про-
водили согласно описанной ранее методике [8] 
(Приложение  3). Компетентные клетки E.  coli 
Rosetta  2(DE3) трансформировали плазмидой 
pCas, после чего готовили электрокомпетент-
ные клетки E. coli Rosetta 2(DE3)/pCas по ме-
тодике, описанной в работе Dower et  al.  [10]. 
Культивирование клеток осуществлялось 
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в присутствии 10 мМ L-арабинозы для индук-
ции экспрессии компонентов системы λ-Red. 
Полученные компетентные клетки трансфор-
мировали одной из плазмид серии pTargetT пу-
тём электропорации. Для этого 50 мкл клеток 
смешивали со 100 нг плазмидной ДНК, элек-
тропорацию проводили в 1 мм кювете Gene 
Pulser Xcell («Bio-Rad») при 1,8 кВ. Клетки ин-
кубировали в 1 мл среды LB при 30 °C в тече-
ние 1 ч, а затем высевали на LB-агар, содер-
жащий канамицин (50 мг/л) и спектиномицин 
(50 мг/л), и инкубировали в течение 20–44 ч 
при 30 °C. Успешность редактирования оце-
нивали с помощью анализа размера продуктов 
ПЦР с использованием специфичных к ми-
шени пар праймеров и секвенирования ДНК. 
Полученных мутантов использовали для сле-
дующего цикла редактирования.

Подбор условий индукции рекомбинантного 
гена yciM. Клетки E. coli Rosetta 2(DE3) (далее 
Rosetta WT) и клетки E. coli Rosetta 2(DE3) 
msbA52, kdsD–, gutQ–, lpxM–, lpxL–, lpxP–, pagP–, 
eptA– (далее Rosetta  8m) трансформировали 
плазмидой pBAD-YciM. В качестве контроль-
ных использовались те же штаммы, транс-
формированные плазмидой pBAD/Myc-His A. 
Одиночные колонии переносили в стеклян-
ную пробирку, содержащую 2 мл среды LB 
(150 мг/л ампициллина, 6  мг/л хлорамфени-
кола) с различной концентрацией L-араби-
нозы – от 0,2 до 2000 мг/л с шагом в 10  раз 
(Приложение 4). Культуры растили в шейке-
ре-инкубаторе при 30 °С в течение 18 ч. Далее 
измеряли оптическую плотность культуры 
при длине волны 600 нм (ОП600). Определение 
ОП600 проводили с помощью спектрофотоме-
тра UV-1900 («Shimadzu», Япония) в кюветах 
с длиной оптического пути 1 см. Каждая куль-
тура наращивалась в трёх независимых повто-
рах. В качестве рабочей концентрации L-ара-
бинозы принимали максимальное значение, 
не приводящее к полному ингибированию 
роста культуры для всех исследованных вари-
антов (Приложение 4).

Наработка и выделение рекомбинантного 
eGFP в модифицированных штаммах. Клетки 
E. coli Rosetta WT и Rosetta  8m трансформи-
ровали плазмидой pET-eGFP(Kan). Из  полу-
ченных трансформантов готовили компетент-
ные клетки и трансформировали их плазмидой 
pBAD-YciM или pBAD/Myc-His  A. Таким об-
разом, были получены по два варианта штам-
мов Rosetta WT и Rosetta  8m, несущие плаз-
миду pET-eGFP(Kan) и в дополнение к ней 
либо pBAD-YciM, либо pBAD/Myc-His  A без 
вставки. Каждый из вариантов культивиро-
вали в трёх независимых повторах, после чего 

из биомассы с помощью металл-хелатной 
хроматографии выделяли eGFP. Для этого 
единичной колонией бактерий засевали 2 мл 
среды LB (150 мг/л ампициллина, 50 мг/л ка-
намицина, 6 мг/л хлорамфеникола) и растили 
в шейкере-инкубаторе при 30 °С в течение 
18 ч при 250 об./мин и амплитуде 25 мм. Да-
лее, 2 мл ночной культуры переносили в 20 мл 
свежей среды того же состава с добавлением 
20 мг/л арабинозы и растили в шейкере-ин-
кубаторе при 30 °С. После достижения куль-
турой оптической плотности при длине вол-
ны ОП600 = 0,6–0,7 к культуре добавляли рас-
твор изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 
(ИПТГ) до конечной концентрации 0,5 мМ и 
продолжали рост ещё в течение четырёх часов. 
Клетки осаждали центрифугированием в тече-
ние 10 мин при ускорении 5000 g, ресуспен-
дировали в физрастворе и снова осаждали. 
К осадку добавляли 2 мл буферного раствора А 
(20 мМ Tris-HCl, 500 мМ NaCl, 10 мМ ими да-
зол, pH 7,5), после чего разрушали с помощью 
ультразвукового дезинтегратора Branson 250 
Sonifier («Branson», США) при 22 кГц 2 мин 
на  льду. Лизат для удаления остатков кле-
ток центрифугировали 15 мин при ускорении 
15 000 g. Полученный раствор наносили на 
хроматографическую колонку Tricorn  5/50, 
содержащую 0,3 мл сорбента Ni Sepharose FF 
(«GE Healthcare», США) и уравновешенную 
тем же буфером. После нанесения колонку 
промывали раствором А (5 мл), а затем элюи-
ровали связавшиеся с сорбентом полипепти-
ды раствором для элюции E (20 мМ Tris-HCl, 
500 мМ NaCl, 500 мМ имидазол, pH 7,5) в 
объёме 1 мл. Скорость протока раствора через 
колонку составляла 1 мл/мин, контроль про-
цесса и сбор фракций осуществлялся на ос-
новании проточного измерения оптической 
плотности элюата при длине волны 280 нм. 
Все операции по хроматографическому разде-
лению выполнялись с помощью хроматографа 
NGC («Bio-Rad»).

Определение бактериальных эндотоксинов 
(ЛАЛ-тест). Грубую оценку содержания бак-
териальных эндотоксинов в препаратах выде-
ленного модельного рекомбинантного белка 
проводили путём проведения гель-тромб теста 
с использованием лизата амебоцитов мечехво-
стов рода Tachypleus PYROSTAR ES-F («Wako 
Chemicals», США). Количественное опреде-
ление содержания эндотоксинов в образцах 
проводили с помощью хромогенного теста 
по конечной точке («BioEndo», Китай). Чув-
ствительность теста определялась выбран-
ным диапазоном калибровочной кривой (от 
0,1 до  1 ЕЭ/мл, ЕЭ – единицы эндотоксина). 
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В  качестве отрицательного контроля исполь-
зовали воду для ЛАЛ-теста AL-WATER («Аль-
гимед Техно», Республика Беларусь) и буфер-
ный раствор для элюции Е. Раствор белка в 
буферном растворе Е напрямую использовали 
для определения содержания эндотоксинов. 
Рабочие разведения образцов составляли от 103 
до 108 раз, что полностью нивелировало влия-
ние компонентов буфера на результаты теста, 
что подтверждается одинаковыми результата-
ми для контрольных образцов с использовани-
ем воды и разведённого буферного раствора. 
Детекцию результатов осуществляли на план-
шетном сканере Multiscan Ascent («Thermo 
Fisher Scientific») при длине волны 405 нм.

Перед определением содержания эндоток-
синов образцы выделенного eGFP выравни-
вались по концентрации на основании изме-
рения флуоресценции раствора. Определение 
флуоресценции проводили с помощью флуо-
риметра Qubit 4 Fluorometer («Thermo Fisher 
Scientific») в режиме f luorometer (blue, 470 нм).

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием U-критерия Манна–Уитни. Ста-
тистические вычисления выполняли на языке 
Python (версия 3.11.4) в среде для разработки 
Jupyter Notebook (6.5.4).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Подбор условий индукции рекомбинантного 
гена yciM. Было показано, что высокое содер-
жание арабинозы в культуральной среде ведёт 
к сильному ингибированию и даже полному 
прекращению роста клеток, содержащих плаз-
миду pBAD-YciM. В случае штамма с восемью 
мутациями (Rosetta  8m) ингибирование роста 
было более выражено по сравнению с Rosetta 
WT и достигалось при концентрациях араби-
нозы на два порядка меньших (Приложение 4). 

При этом полного ингибирования роста кле-
ток Rosetta WT/pBAD-YciM не наблюдалось, в 
то время как рост Rosetta 8m/pBAD-YciM при 
концентрациях арабинозы 2 и 0,2 г/л полно-
стью подавлялся. Также было отмечено незна-
чительное подавление роста как Rosetta 8m, 
так и Rosetta WT, трансформированных плаз-
мидой pBAD/Myc-His A при высоких концен-
трациях арабинозы. Для дальнейшей работы 
было выбрано максимальное значение кон-
центрации арабинозы, которое не ведёт к пол-
ному подавлению роста самого чувствитель-
ного штамма – Rosetta  8m/pBAD-YciM, оно 
составило 20 мг/л.

Уровень накопления рекомбинантного eGFP 
в различных исследуемых штаммах. Для каждо-
го из двенадцати выделенных образцов eGFP 
определялся уровень флуоресценции в услов-
ных единицах и концентрация белка по методу 
Брэдфорда относительно бычьего сывороточ-
ного альбумина с использованием реагентов 
Bio-Rad Protein Assay («Bio-Rad»). В результате 
было установлено, что оба этих значения чёт-
ко коррелируют между собой (коэффициенты 
корреляции 0,92–0,99) (рис. 2).

Установлено, что коэкспрессия YciM и 
eGFP в клетках Rosetta WT не приводит к 
снижению выхода eGFP. В случае Rosetta  8m 
наблюдалась другая ситуация: совместная экс-
прессия обоих рекомбинантных генов при-
водит к снижению выхода eGFP на 40%, что 
соотносится со снижением общей плотности 
бактериальной культуры (табл. 1).

Содержание эндотоксинов в препаратах очи-
щенного eGFP. Результаты измерения содер-
жания эндотоксинов в образцах очищенного 
eGFP с помощью хромогенного теста приведе-
ны на рис. 3 и в табл. 2.

Как совместная экспрессия YciM и eGFP, 
так и использование клеток Rosetta  8m с но-
каутированными генами пути биосинтеза ЛПС 

Таблица 1. Концентрация белка, флуоресценция образцов выделенного eGFP и оптическая плотность исходных бак-
териальных культур

Образец RFU·104 С, мг/мл ОП600

Rosetta 8m/pBAD-YciM 18,5 ± 6,5 0,6 ± 0,3 1,5 ± 0,1

Rosetta 8m/pBAD/Myc-His A 27,7 ± 2,5 1,0 ± 0,1 1,8 ± 0,1

Rosetta WT/pBAD-YciM 37,7 ± 7,0 1,3 ± 0,2 2,3 ± 0,2

Rosetta WT/pBAD/Myc-His A 36,9 ± 9,2 1,4 ± 0,2 2,4 ± 0,2

Примечание. RFU  – флуоресценция в условных единицах; C  – концентрация белка по методу Брэдфорда; ОП600  – 
оптическая плотность исходной культуры. Приведено усреднённое значение для трёх образцов каждого вида c 95%-
ными доверительными интервалами. Объём каждого образца составлял 1 мл, концентрации численно соответствуют 
общему количеству выделенного белка.
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Рис. 2. Уровень флуоресценции и концентрация выделенного рекомбинантного eGFP, определённая по методу 
Брэдфорда. На гистограмме отложены значения концентраций (мг/мл) чёрным цветом, а флуоресценции eGFP (отн. 
ед.) – белым цветом для каждого выделенного образца. Образцы 1–3 – белок, выделенный из Rosetta 8m/pBAD-YciM; 
образцы 4–6 – белок, выделенный из Rosetta 8m/pBAD-Myc-His A; образцы 7–9 – белок, выделенный из Rosetta WT/
pBAD-YciM; образцы 10–12 – белок, выделенный из Rosetta WT/pBAD-Myc-His A

Рис. 3. Содержание эндотоксинов в препаратах очищенного eGFP. Содержание бактериальных эндотоксинов опреде-
ляли с помощью хромогенного ЛАЛ-теста по конечной точке. Для определения содержания эндотоксинов в образцах 
строили калибровочную кривую, используя контрольный стандарт эндотоксина. Данные представлены в виде меди-
анных значений содержания бактериальных эндотоксинов в образцах выделенных рекомбинантных eGFP из штам-
мов Rosetta  8m/pBAD-YciM, Rosetta  8m/pBAD-Myc-His A, Rosetta WT/pBAD-YciM и Rosetta WT/pBAD-Myc-His A 
с 95%-ными доверительными интервалами. Отличия от контрольного штамма Rosetta WT/pBAD-Myc-His A считали 
достоверными при уровне значимости меньше 0,027 (*)

ведёт к снижению содержания эндотоксинов 
в образцах очищенного eGFP относительно 
значения, полученного для eGFP, выделен-
ного из клеток Rosetta WT/pBAD/Myc-His A. 
Для Rosetta WT/pBAD-YciM это снижение со-
ставляет 3,7 раза, для Rosetta 8m/pBAD/Myc-
His A – 4,2 раза, а в случае Rosetta 8m/pBAD-
YciM – 2,9 раза. Количества эндотоксинов в 
этих трёх случаях статистически достоверно 
отличаются от таковых для образца Rosetta 
WT/pBAD/Myc-His A (p < 0,027) и не отлича-
ются между собой.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Снижение количества эндотоксинов в пре-
паратах рекомбинантных белков, синтезируе-
мых в E. coli, является обязательным при их 
медицинском применении. Одним из подходов 
к решению этой проблемы является получение 
специальных штаммов со сниженным содер-
жанием ЛПС или с модификацией ЛПС для 
снижения пирогенности. Самым известным 
подобным штаммом является проприетар-
ный ClearColi BL21(DE3), который позволяет 



ЭКСПРЕССИОННЫЕ ШТАММЫ СО СНИЖЕННЫМИ ЛПС 1603

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Таблица 2. Содержание бактериальных эндотоксинов в препаратах выделенного eGFP из разных штаммов E. coli

Штамм
Rosetta 8m/
pBAD-YciM

Rosetta 8m/
pBAD-Myc-His A

Rosetta WT/
pBAD-YciM

Rosetta WT/
pBAD-Myc-His A

Медиана 785 535 611 2243

95%-ный ДИ 548–1022 430–640 421–801 1543–2943

Изменение 
по сравнению 
с контролем, раз

2,85 4,19 3,67 1

p 0,027 0,0035 0,0081

Примечание. Данные представлены в виде медианных значений содержания бактериальных эндотоксинов в единицах 
ЕЭ в образцах выделенных рекомбинантных eGFP из штаммов Rosetta 8m/pBAD-YciM, Rosetta 8m/pBAD-Myc-His A, 
Rosetta WT/pBAD-YciM, Rosetta WT/pBAD-Myc-His A. Образцы нормированы по уровню флуоресценции eGFP. Раз-
личие между группами оценивали с помощью 95%-ных доверительных интервалов. Дополнительно использовали 
U-критерий Манна–Уитни для определения уровня значимости различий между группами (p). Изменение количества 
бактериальных токсинов оценивали относительно контрольного штамма Rosetta WT/pBAD-Myc-His A.

экспрессировать рекомбинантные гены под 
контролем промотора бактериофага T7. По со-
общениям в научной литературе [4], в ClearColi 
BL21(DE3) проведён нокаут семи генов, уча-
ствующих в биосинтезе ЛПС, и введена ком-
пенсаторная мутация С148A в гене msbA. С по-
мощью технологии редактирования генома 
мы нокаутировали эти семь генов в широко 
известном экспрессионном штамме E. coli 
Rosetta 2(DE3) и ввели мутацию в ген msbA. 
В качестве альтернативного подхода мы вос-
пользовались описанным ранее явлением  [7], 
которое заключается в снижении общего 
уровня ЛПС при повышении экспрессии гена 
yciM  [7]. Мы предположили, что при совмест-
ной экспрессии целевого белка и рекомби-
нантного YciM возможно снижение содержания 
ЛПС, и решили экспериментально сравнить 
результат этого возможного снижения с дости-
гаемым при использовании штамма с семью 
нокаутироваными генами пути биосинтеза 
ЛПС. Для этого мы сконструировали экспрес-
сионную плазмиду pBAD-YciM, содержащую 
рекомбинантный ген под контролем промо-
тора арабинозного оперона, кодирующий бе-
лок YciM.

В качестве модельного белка для экспрес-
сии, очистки и последующего определения 
содержания эндотоксинов мы использовали 
мутантный вариант eGFP с повышенной свети-
мостью  [11]. Мы сконструировали экспресси-
онную плазмиду pET-eGFP(Kan), содержащую 
рекомбинантный ген под контролем промото-
ра бактериофага T7, кодирующий eGFP, сли-
тый с С-концевым гексагистидиновым моти-
вом. Несмотря на то, что плазмиды pBAD-YciM 
и pET-eGFP(Kan) относятся к одной группе 
совместимости, возможно их устойчивое со-
вместное наследование в клетках ввиду того, 

что первая из них обеспечивает устойчивость 
к ампициллину, а вторая – к канамицину. Ис-
пользование двух разных плазмид с разными 
промоторно-операторными областями реком-
бинантных генов вызвано в нашем случае не-
обходимостью обеспечить сильно несбаланси-
рованный уровень их экспрессии. Как описано 
в разделе «Подбор условий индукции рекомби-
нантного гена yciM», высокое содержание ара-
бинозы в культуральной среде ведёт к сильному 
ингибированию и даже полному прекращению 
роста клеток. Как видно из таблицы и графика 
в Приложении 4, сильная индукция гена, коди-
рующего YciM, приводит к фатальным послед-
ствиям для культуры клеток. В то же время 
eGFP должен нарабатываться в максимально 
возможном количестве. Это ведёт к тому, что 
необходимо обеспечивать разный уровень экс-
прессии рекомбинантных генов – максималь-
но возможный для гена, кодирующего eGFP, 
и небольшой и гибко регулируемый для гена, 
кодирующего YciM.

В результате экспериментов мы устано-
вили, что оба использованных подхода ведут к 
статистически достоверному снижению содер-
жания эндотоксинов в образцах выделенного 
eGFP. При этом экспрессия YciM в штамме 
Rosetta 8m приводит к значительному подавле-
нию его роста вплоть до полной остановки при 
высоких концентрациях арабинозы. Экспрес-
сия YciM в штамме Rosetta WT тоже подавляет 
рост культуры, но в гораздо меньшей степени 
и при более высоких концентрациях индукто-
ра. При этом удельный выход рекомбинантно-
го белка на единицу биомассы во всех случаях 
отличался незначительно (табл. 1).

При экспрессии YciM в Rosetta 8m допол-
нительного усиления эффекта не наблюда-
лось. Более того, среднее значение содержания 
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эндотоксинов в этом случае даже выше, чем 
при использовании Rosetta  8m с контрольной 
плазмидой pBAD/Myc-His A, однако статисти-
чески это различие не достоверно.

В литературных источниках имеется весь-
ма ограниченная информация о содержании 
эндотоксинов в препаратах рекомбинантных 
белков, выделенных из штаммов ClearСoli. При 
использовании штамма ClearColi BL21(DE3) 
сообщается о снижении содержания эндотокси-
нов в выделенных препаратах в 750 раз для бел-
ка ApoA1 [12] и в 36 раз – для белка Hsp70 [4]. 
При этом для ApoA1, выделенного из Clear-
Сoli K12, это снижение составляет 4–18 раз [4], 
а для выделенного домена тяжёлой цепи имму-
ноглобулина G VHm36 – 35 раз. В последнем слу-
чае сообщение приведено не в рецензируемом 
журнале, а в рекламной презентации фирмы-
разработчика [https://clearcoli.com/wp-content/
uploads/2013/04/RCT_lucigen-Aug-2016.pptx]. 
Данные о содержании эндотоксинов в белках, 
полученных с использованием штаммов Clear-
Coli, которые удалось найти авторам, обобще-
ны в Приложении 5.

В ходе нашего исследования мы прове-
ли нокаут генов, описанных для ClearColi, в 
штамме E. coli Rosetta 2(DE3) и добились сни-
жения содержания эндотоксинов в препарате 
eGFP в четыре раза. Ввиду фрагментарности 
литературных данных прямое сравнение с 
коммерческим штаммом ClearColi BL21(DE3) 
представляется затруднительным. В целом, со-
здаётся впечатление, что ClearColi BL21(DE3) 
с теми же нокаутированными генами, что и 
полученный нами Rosetta 8m, обеспечивает 
большее снижение концентрации эндоток-
синов. Однако надо учитывать, что на этот 
параметр может влиять множество факторов, 
начиная от природы рекомбинантного белка 
и кончая параметрами культивирования и 
очистки. Также следует отметить, что ClearColi 
BL21(DE3) является проприетарным штаммом 
и может быть описан в литературных источ-
никах недостаточно полно.

Таким образом, оба использованных под-
хода дают сходные результаты, приводя к сни-
жению содержания эндотоксинов в препаратах 
выделенного рекомбинантного eGFP. Исполь-
зование коэкспрессии с YciM имеет некото-
рое преимущество из-за того, что с помощью 
трансформации плазмидой можно модифи-
цировать широкий круг уже существующих 
штаммов E. coli. Но это преимущество отно-
сится, скорее, к лабораторной практике, так как 
в биофармацевтических приложениях пред-
почтительнее использовать более стабиль-
ные штаммы с модифицированным геномом, 

не требующие применения дополнительного 
антибиотика.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Снижение количества эндотоксинов в пре-
паратах рекомбинантных белков, получаемых в 
E. coli, является важным условием их медицин-
ского применения. Один из подходов к реше-
нию этой проблемы  – использование специ-
альных штаммов, продуцирующих меньшее 
количество ЛПС или модифицированные ЛПС 
со сниженной пирогенностью. Мы сравнили 
два подхода к решению этой задачи. Первый 
подход заключается в нокауте генов пути био-
синтеза ЛПС с помощью геномного редакти-
рования и повторяет способы получения ранее 
известных коммерческих штаммов. Второй 
подход ранее не встречался в литературных 
источниках. Он заключается в совместной экс-
прессии целевого рекомбинантного белка и 
белка кишечной палочки YciM. Проведённые 
эксперименты показали, что и использование 
штамма с нокаутом генов, и коэкспрессия с 
белком YciM приводят к снижению содержания 
эндотоксинов в выделенном модельном реком-
бинантном белке eGFP на сравнимую величи-
ну. Коэкспрессия с YciM имеет преимущество в 
гибкости и возможности модифицировать уже 
существующие штаммы. В биофармацевтиче-
ских же приложениях представляется предпо-
чтительным использование стабильных штам-
мов с модифицированным геномом.
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UPREGULATION OF YciM EXPRESSION REDUCES ENDOTOXIN 
CONTAMINATION OF RECOMBINANT PROTEINS 

PRODUCED IN Escherichia coli CELLS

P. A. Bobrovsky1,2, D. D. Kharlampieva1, S. A. Kirillin1, K. A. Brovina1,2, E. N. Grafskaia1, 
V. N. Lazarev1,2, and V. A. Manuvera1,2*
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Recombinant proteins produced in Escherichia coli are often contaminated with endotoxins, which can be 
a serious problem for their further application. One of the possible solutions is the use of modified strains 
with reduced lipopolysaccharide (LPS) levels. We compared two approaches to engineering such strains. 
The first commonly known approach was modification of LPS biosynthesis pathway by knocking out sev-
en genes in the E. coli genome. The second approach, which has not been previously used, was to increase 
expression of E.  coli protein YciM. According to the published data, elevated expression of YciM leads 
to the reduction in the amount of the LpxC enzyme involved in LPS biosynthesis. We investigated the im-
pact of YciM coexpression with eGFP on the content of endotoxins in the purified recombinant eGFP 
samples. Both approaches provided similar outcomes, i.e., decreased the endotoxin levels in the purified 
protein samples.

Keywords: recombinant protein, lipopolysaccharide, endotoxin, expression strain, lipid IVa, CRISPR, Cas9


