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Показана успешная самосборка вирусоподобных частиц (ВПЧ) бактериофага MS2 из секретируе-
мого рекомбинантного капсидного белка в культуральной жидкости метилотрофных дрожжей
Komagataella phaffii. Выход ВПЧ составил 5 г/л и достигал 30% от общего белка супернатанта куль-
туральной жидкости. ВПЧ представляли собой хорошо упорядоченные частицы диаметром 26‒28 нм,
имеющие икосаэдрическую форму, что было подтверждено методом просвечивающей электронной
микроскопии. Предложена упрощенная схема выделения и очистки образцов ВПЧ, которая обес-
печивает более чем 90%-ную чистоту целевых белковых структур. Полученные результаты могут
быть использованы для разработки технологии масштабного производства рекомбинантных вак-
цин на платформе ВПЧ бактериофага MS2.
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Вирусоподобные частицы (ВПЧ) представля-
ют собой мультимерные наноструктуры размером
20‒200 нм, состоящие из белков вирусного капси-
да, которые спонтанно собираются при экспрессии
в рекомбинантных системах. Эти структуры имити-
руют организацию и конформацию нативных виру-
сов, но лишены собственного геномного материа-
ла, что исключает любую возможность реверсив-
ных мутаций или патогенной инфекции. ВПЧ
используют для создания вакцин ‒ организм вос-
принимает их как патоген, что приводит к фор-
мированию клеточного и гуморального иммун-
ного ответа.

В настоящее время на основе ВПЧ уже разра-
ботаны и успешно коммерциализированы вакци-
ны против вируса гепатита В и вируса папилломы
человека [1, 2].

ВПЧ могут быть построены из белков одного
вируса или представлять химерные частицы, где
на платформе ВПЧ одного вируса представлены

белки или пептиды, полученные из другого орга-
низма. Химерные ВПЧ включают чужеродные
антигены, в том числе консервативные эпитопы
для выработки широконейтрализующих антител.
Успешное включение эпитопа в ВПЧ гарантиру-
ет, что антиген будет отображаться в той же
структурной среде и с высокой плотностью на по-
верхности частицы.

В ряде исследований продемонстрирована эф-
фективность использования вакцин на основе
химерных ВПЧ как метод усиления иммунного
ответа на различные молекулы, включая эпитопы
патогенов, химические агенты и даже аутоантиге-
ны [3, 4].

Помимо пептидов или других биологически
активных молекул, экспонированных на поверх-
ности, ВПЧ могут содержать инкапсулированные
белки, нуклеиновые кислоты или другие моле-
кулы. Таким образом, ВПЧ рассматривают как
средства направленной доставки веществ в опре-
деленные клетки, ткани или органы, где происхо-
дит высвобождение встроенных, прикрепленных
или инкапсулированных в них элементов [5]. Так,
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ВПЧ были использованы для селективной доставки
химиотерапевтических препаратов, коктейлей ко-
ротких интерферирующих РНК (siРНК) и белко-
вых токсинов в опухолевые клетки [6, 7].

Несколько групп исследователей изучали воз-
можность использования ВПЧ, созданных на осно-
ве бактериофагов. Бактериофаги считаются пер-
спективными кандидатами для разработки вак-
цин на ВПЧ-платформе, благодаря их размеру,
структуре поверхности, безопасности, стабильно-
сти, биоразлагаемости и низкой стоимости произ-
водства [8‒11]. Кроме того, ВПЧ, полученные на
основе бактериофагов, сами по себе способны сти-
мулировать врожденный иммунный ответ, потен-
циально действуя как естественные адъюванты, что
считается важным критерием эффективности эпи-
топных вакцин.

Показано, что на основе ВПЧ бактериофагов
возможно создание вакцин от сибирской язвы,
чумы, ВИЧ, вируса ящура [12].

Одним из перспективных кандидатов в каче-
стве платформы для разработки рекомбинантных
вакцин считается бактериофаг MS2, ВПЧ кото-
рого могут быть использованы в качестве каркаса
для создания эпитопных вакцин, РНК-вакцин,
средств направленной доставки генов и лекар-
ственных средств [13, 14].

Бактериофаг MS2, относящийся к роду Levivi-
rus, способен размножаться на клетках Escherichia
coli K12 F+. Геном бактериофага представлен од-
ноцепочечной РНК размером 3 534 нуклеотида и
состоит из четырех генов. Единственным капсид-
ным белком бактериофага является белок CP, пред-
ставляющий собой гомодимер, который формиру-
ет икосаэдрическую частицу диаметром 27 нм,
состоящую из 90 димеров. Важная особенность бел-
ка CP MS2 ‒ способность к самосборке в неинфек-
ционные ВПЧ в отсутствие вирусной РНК. По-
казано, что ВПЧ бактериофага MS2 могут быть
получены в клетках E. coli при экспрессии гена,
кодирующего белок СР, при этом выход целевого
белка составляет до половины общего раствори-
мого белка и ВПЧ могут быть очищены в одну
хроматографическую стадию [15].

Важно заметить, что при разработке вакцин
нежелательно использовать экспрессионные си-
стемы E. coli во избежание контаминации бакте-
риальными эндотоксинами. Кроме того, использо-
вание E. coli в качестве хозяина не всегда желатель-
но из-за неправильной укладки рекомбинантного
белка и образования телец включения [16]. Также
бактерии не подходят для синтеза эпитопов эука-
риотических белков из-за отсутствия в их клетках
аппарата посттрансляционного гликозилирова-
ния [17].

Дрожжевые экспрессионные системы лишены
этих недостатков, поэтому считаются альтерна-
тивой для продуцирования ВПЧ. В настоящее

время около 20% описанных ВПЧ получено в
дрожжевых экспрессионных системах [18]. Так,
дрожжи Saccharomyces cerevisiae и Pichia pastoris
были использованы для внутриклеточной само-
сборки ВПЧ бактериофагов, однако выход целе-
вого продукта был достаточно низким ‒ не пре-
вышал 30% от продукции в клетках E. coli [19].

Цель работы ‒ исследование возможности и
эффективности внеклеточной самосборки ВПЧ
бактериофага MS2 из рекомбинантного капсид-
ного белка, секретируемого в культуральную жид-
кость, в экспрессионной системе метилотрофных
дрожжей Komagataella pfaffii.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Микроорганизмы, питательные среды, плазмиды

Для генно-инженерных работ и размножения
бактериофага MS2 был использован штамм E. coli
XL1-Blue (endA1 supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac
hsdR17 F′ [proAB lacIqZΔM15 Tn10]) ВКПМ В-9838.

Штамм дрожжей K. phaffii ВКПМ Y-4287 и
бактериофаг MS2 ВКПМ Ph-1505 были получены
из Всероссийской коллекции промышленных
микроорганизмов (ВКПМ, Россия).

Для культивирования E. coli использовали среду
LB: 0.5% дрожжевой экстракт (“Диаэм”, Россия),
1% триптон (“Диаэм”), 1% NaCl (“Химмед”,
Россия); для культивирования K. phaffii ‒ среда
YPD: 1% дрожжевой экстракт (“Диаэм”), 1.5%
триптон (“Диаэм”), 2% глюкоза (“Химмед”).

Анализ нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей

Для анализа нуклеотидных и аминокислотных
последовательностей использована программа
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Для
поиска сайтов гликозилирования использовали
сервер NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/ser-
vices/NetNGlyc/).

Клонирование гена, кодирующего белок СР 
бактериофага MS2, и создание 

экспрессионной плазмиды

Бактериофаг MS2 растили до титра 3 × 109 ча-
стиц/мл на клетках E. coli XL1-Blue методом лиза-
тов на чашках [20]. РНК бактериофага MS2 выделя-
ли с использованием комплекта регентов S-Сорб
(“Синтол”, Россия). Для получения кДНК исполь-
зован набор MMLV RT kit (“Евроген”, Россия) и
праймер 5'-TTAGTAGATTCCGGAGTTTGCTGC-3'.

Амплификацию гена, кодирующего СP, про-
водили методом ПЦР с использованием кДНК
бактериофага MS2 в качестве матрицы и специ-
фических праймеров: MS2-f 5'-ATGGCTTCTA-
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ACTTTACTCAGTTC-3' и MS2-r 5'-TTAGTAGAT-
TCCGGAGTTTGCTGC-3'.

Сайтспецифический мутагенез проводили
методом ПЦР с использованием праймеров:
MS-N 5'-AAGAATTCATGGCTTCTCAATTTACT-
CAGTTC-3' и MS4 5'-AAGCGGCCGCTTAG-
TAGATTCCGGAGTTTGCTGC-3'. Выделение и
очистку ПЦР-продуктов проводили с использова-
нием набора GeneJET Gel Extractin Kit (#KO692;
Thermo Fisher Scientific, США).

Фрагмент ДНК, кодирующий белок СР бакте-
риофага MS2, клонировали в состав экспресси-
онного вектора pPICZάA, в результате чего полу-
чили рекомбинантную экспрессионную плазми-
ду pPIC-СР.

Все генно-инженерные манипуляции (обра-
ботка ДНК ферментами, лигирование, трансфор-
мация клеток E. coli) проводили по общеприня-
тым методикам [21].

Конструирование рекомбинантных 
штаммов K. phaffii

Плазмида pPIC-СР была линеаризована с ис-
пользованием рестриктаз EcoRV и BglII и транс-
формирована в клетки штамма K. phaffii ВКПМ
Y-4287 методом электропорации.

Селекцию трансформантов вели на агаризо-
ванной среде YPD в течение 5 сут при температу-
ре 30°С. В качестве селективного агента исполь-
зовали антибиотик зеоцин (Invitrogen, США) в
концентрации 0.1 мг/мл.

Отбор наиболее продуктивных штаммов

Культивирование трансформантов проводили
в минимальной питательной среде YNB (Hime-
dia, Индия) с дoбaвлeниeм мeтaнoлa (3 мaс. %) в
96-лунoчных плaншeтaх для культивирoвaния
(Greiner Bio-One, Гeрмaния) при 30°С в тeчeниe
72 ч нa кaчaлкe (250 oб/мин). В кaчeствe кoнтрoля
испoльзoвaли штaмм K. phaffii Y-4287.

Отбор наиболее продуктивных трансформан-
тов проводили путем количественного определе-
ния белка в растворе. В каждую лунку плaншeта
помещали 25 мкл культуральной жидкости, полу-
ченной при культивировании исследуемых транс-
формантов, и вносили 25 мкл раствора Бредфор-
да. Оптическую плотность измеряли при длинe
вoлны 595 нм на спектрофотометре Versamax reader
(Molecular Devices, США). В результате был ото-
бран наиболее продуктивный штамм ‒ K. phaffii
Y-4287/pPIC-CP2.

Ферментация рекомбинантного штамма 
K. phaffii Y-4287/pPIC-CP2

Для получения инокулята штамм растили в те-
чение 24 ч при 28°C и аэрации 250 об/мин в жид-
кой питательной среде YPD. Полученным инокуля-
том засевали колбы со средой YP (50 мл): 1% дрож-
жевой экстракт, 1.5% триптон, 1% глицерин ‒ в
соотношении 1 : 10 и растили при 28°С и аэрации
250 об/мин в течение 96 ч. Через каждые 24 ч
культивирования добавляли 1% метанола. После
окончания ферментации клетки отделяли цен-
трифугированием и анализировали белковый со-
став супернатанта культуральной жидкости.

Очистка белков

Первичную очистку белков супернатанта куль-
туральной жидкости проводили методом преципи-
тации полиэтиленгликолем (ПЭГ). Для этого к
супернатанту культуральной жидкости добавляли
ПЭГ 6000 (Serva, Германия) до конечной концен-
трации 10% и NaCl (“Химмед”) до конечной кон-
центрации 0.5 М, инкубировали 12 ч при 4°С, по-
сле чего центрифугировали 20 мин при 13000 g при
4°С. Осадок растворяли в 0.1 M Tris-HCl (рН 6.8).

Белки очищали методом гель-фильтрации на
колонке Sepharose CL-4B (Pharmacia, Швеция)
(H = 60 см, V = 75 мл) со скоростью элюирования
3 мл/мин при 4°C.

Концентрирование белков проводили методом
ультрафильтрации с использованием колонок
VIVASPIN 500 (Sartorius, Великобритания) через
мембрану с отсекающим размером пор 50 кДа.

Анализ белков в агарозном геле

Электрофорез в неденатурирующих условиях
проводили в 1%-ном агарозном геле в 50 мМ Na-
фосфатном буфере, рН 7.0, при 18 В/75 мА в течение
ночи, после чего гель окрашивали 0.1%-ным рас-
твором Кумасси R250 (“Диаэм”) для обнаруже-
ния белков.

Электрофорез в полиакриламидном 
геле (SDS-PAAG)

Белковый электрофорез в денатурирующих
условиях проводили в 12%-ном полиакриламид-
ном геле в присутствии SDS в камере для верти-
кального электрофореза Mini-Protean Tetra Cell
(Bio-Rad Laboratories, США) 1 ч при напряжении
50 В, затем 2‒3 ч при напряжении 150 В. Белки
окрашивали с использованием набора Silver Stain
Plus (Bio-Rad Laboratories). Чистоту и количество
целевых белков оценивали денситометрическим
анализом с использованием программного обес-
печения ImageJ 1.50b (https://imagej.nih.gov/).
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Просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ)
Образцы для ПЭМ были приготовлены с ис-

пользованием методики негативного контрасти-
рования. Поддерживающие медные сетки для
электронной микроскопии, покрытые пленкой
аморфного углерода (01843-F; Ted Pella, США),
обрабатывали в тлеющем разряде с помощью
установки PELCOeasiGlow™ (Ted Pella). Исход-
ный образец разводили в 0.1 M Tris-HCl буфере
(рН 6.8) в 10 раз, наносили на сетки, проводили
контрастирование 1%-ным раствором ацетата
уранила в течение 1 мин и выдерживали сетки до
полного высыхания. Изображения образцов по-
лучали на просвечивающем электронном микро-
скопе Titan S/TEM (Thermo Fisher Scientific) с
CCD-детектором UltraScan 1000XP (Gatan, США)
при ускоряющем напряжении 300 кВ (увеличение
от 8000× до 20 000×).

Ферментация в трехлитровом ферментере
Ферментацию штамма K. phaffii Y-4287/pPIC-

CP2 проводили в лабораторном ферментере КФ-
103/4 (“Проинтех”, Россия) в соответствии с “Ру-
ководством по процессу ферментации Pichia pas-
toris” фирмы Invitrogen (https://assets.thermofish-
er.com/TFS-Assets/LSG/manuals/pichiaferm_prot.pdf).

Определение концентрации белка
Концентрацию белка измеряли по оптической

плотности при длине волны 280 нм на спектрофо-
тометре NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fisher Sci-
entific).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Клонирование и экспрессия гена, кодирующего 

белок CP бактериофага MS2
Методом ПЦР с использованием кДНК бакте-

риофага MS2 в качестве матрицы был амплифи-
цирован фрагмент ДНК размером 393 п.н., пред-
ставляющий собой ген, кодирующий белок СР,
cостоящий из 130 аминокислотных остатков.

Анализ аминокислотной последовательности
с использованием программы NetNGlyc 1.0 пока-
зал наличие сайта гликозилирования NFTQ4‒7
на N-конце белка СР. Посттрансляционная мо-
дификация белка такого типа в дрожжевых клет-
ках может негативно сказаться на возможности
самосборки ВПЧ, поэтому сайт гликозилирова-
ния был удален методом сайтспецифического му-
тагенеза. B результате триплет, кодирующий ами-
нокислоту аспарагин, был заменен на триплет,
кодирующий глутамин (N4Q).

Модифицированный таким образом ген, ко-
дирующий СР бактериофага MS2, был клониро-
ван в состав плазмидного вектора для экспрессии

в метилотрофных дрожжах K. phaffii. Получен-
ная плазмида pPIC-CP содержала экспрессион-
ную кассету следующего состава: модифициро-
ванная последовательность гена под контролем
мощного индуцируемого промотора PАОХ1;
терминатор транскрипции TTAOX1 P. pastoris;
сигнальная последовательность α-фактора Sac-
charomyces cerevisiae; селективный маркер BleoR,
кодирующий ген устойчивости к зеоцину под
контролем дрожжевого TEF-промотора. Исполь-
зование сконструированной плазмиды позволяет
добиваться высокой концентрации целевого про-
дукта в культуральной жидкости за счет интен-
сивного синтеза белка СР после накопления
дрожжевой биомассы при использовании мета-
нола в качестве индуктора.

Для наработки белка СР бактериофага MS2 в
клетках метилотрофных дрожжей использован
штамм K. phaffii ВКПМ Y-4287, обладающий высо-
ким экспрессионным потенциалом [22]. Плазмида
pPIC-CP была линеаризована и трансформирована в
клетки дрожжевого штамма методом электропора-
ции (http://tools.thermofisher.com/content/sfs/man-
uals/pich_man.pdf). Селекцию трансформантов
проводили на агаризованной среде YPD c добав-
лением антибиотика зеоцина. Присутствие в соста-
ве хромосом полученных трансформантов вставки
экспрессионной кассеты подтверждено методом
ПЦР с использованием праймеров, специфиче-
ских для последовательности целевого гена.

Была проведена селекция трансформантов,
направленная на отбор штаммов с наибольшим со-
держанием целевого белка в культуральной жидко-
сти. В результате для дальнейших исследований
был отобран штамм K. phaffii 4287/pPIC-CP2.

Далее проводили ферментацию штамма K. phaffii
4287/pPIC-CP2.

Очистка и характеристика ВПЧ

Белки, содержащиеся в супернатанте культу-
ральной жидкости, очищали и концентрировали
методом ПЭГ-преципитации, который позволяет
осаждать высокомолекулярные ВПЧ, при этом
низкомолекулярные примеси остаются в раство-
ре [23]. ПЭГ-преципитация обычно применяется
для очистки и концентрирования бактериофагов
[20]. Кроме того, использование данного подхода
предпочтительнее, чем осаждения белков суль-
фатом аммония, так как позволяет избежать по-
следующей стадии диализа.

Анализ белков проводили методом нативного
электрофореза в 1%-ном агарозном геле. Этот ва-
риант электрофоретического анализа позволяют
фракционировать белки с очень высокой молеку-
лярной массой: от 1000 до 5000 кДа, ‒ в то время
как прогнозируемая молекулярная масса капсида
MS2 составляет около 2500 кДа. В качестве кон-



24

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 38  № 6  2022

БОРЩЕВСКАЯ и др.

троля использовали фаголизат нативного бакте-
риофага MS2, также предварительно сконцен-
трированного и очищенного методом ПЭГ-пре-
ципитации. Результаты исследований приведены
на рис. 1a.

После ПЭГ-преципитации в образце культу-
ральной жидкости визуализировали структуры
белковой природы, сопоставимые по размеру и
электрофоретической подвижности с нативным
бактериофагом MS2.

Рис. 1. Анализ белков супернатанта культуральной жидкости штамма K. phaffii 4287/pPIC-CP2. a ‒ Анализ белков в
1%-ном агарозном геле: 1 – бактериофаг MS2; 2 – супернатант культуральной жидкости; 3 – супернатант культураль-
ной жидкости после ПЭГ-преципитации. Стрелками указано положение белков бактериофага MS2 и ВПЧ. b – Анализ
белков электрофорезом в SDS-PAAG: 1 – бактериофаг MS2; 2 – супернатант культуральной жидкости; 3 – суперна-
тант культуральной жидкости после ПЭГ-преципитации; 4 – супернатант культуральной жидкости после ПЭГ-пре-
ципитации, гель-фильтрации и ультрафильтрации; М – маркер молекулярной массы белков (Thermo Fisher Scientific).
c – Электронная микрофотография ВПЧ: масштабная линейка указывает размер 100 нм. 
Fig. 1. Protein analysis of the culture medium supernatant of the K. phaffii 4287/pPIC-CP2 strain. a – Analysis of proteins in
1% agarose gel: 1 – bacteriophage MS2; 2 — culture medium supernatant; 3 — culture medium supernatant after PEG pre-
cipitation. The arrows indicate the position of bacteriophage MS2 and VLP proteins. b – SDS-PAGE analysis: 1 – bacterio-
phage MS2; 2 – culture medium supernatant; 3 – culture medium supernatant after PEG precipitation; 4 – culture medium
supernatant after PEG precipitation, gel filtration, and ultrafiltration; M – standard protein molecular weight (Thermo Fisher
Scientific). c – Transmission electron micrograph of virus-like particles: scale bar indicates size 100 nm.
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Дальнейшую очистку предполагаемых ВПЧ
проводили методом гель-фильтрации на колонке
Sepharose CL-4B. Объем элюции фракции ВПЧ
был определен по объему выхода нативного бакте-
риофага MS2, взятого в качестве контроля. Кон-
центрирование белков отобранной фракции про-
водили методом ультрафильтрации.

На всех стадиях выделения и очистки белки
исследовали электрофорезом в SDS-PAAG. В ка-
честве контроля использовали нативный бакте-
риофаг MS2. Результаты исследований приведе-
ны на рис. 1b. Показано, что частицы бактериофага
MS2 представлены двумя белковыми фракциями:
белком размером ~14 кДа (что примерно соответ-
ствует теоретически рассчитанной массе белка
CP ‒ 13.9 кДа), а также высокомолекулярными
белками, расположенными на границе концентри-
рующего и разделяющего гелей (рис. 1b, трек 1), что
свидетельствует о том, что в данных условиях
происходит лишь частичная денатурация фаго-
вых капсидов. Белки таких же размеров детектиро-
вали и в образцах культуральной жидкости штамма
K. phaffii 4287/pPIC-CP2 (рис. 1b, треки 1–4).

Показано также, что преципитация ПЭГ поз-
воляет очистить образцы предполагаемых ВПЧ от
примеси большинства низкомолекулярных бел-
ков (рис. 1b, треки 2, 3), что совместно с гель-
фильтрацией и ультрафильтрацией обеспечивает
более чем 90%-ную очистку целевых белковых
структур в сравнении с неочищенными образца-
ми. Это подтверждено денситометрическим ана-
лизом с использованием программного обеспече-
ния ImageJ 1.50b (рис. 1b, треки 2, 4).

По размеру и подвижности в электрическом
поле полученные очищенные белковые структу-
ры практически идентичны нативному бактерио-
фагу MS2, что дает основание предположить на-
личие ВПЧ в культуральной жидкости.

Очищенные образцы исследованы методом
ПЭМ. Продемонстрировано, что образец содер-
жит сферические частицы диаметром 26‒28 нм,
что хорошо согласуется с характерным диаметром
нативного бактериофага MS2 (рис. 1с). Прове-
денные исследования позволяют утверждать, что
в культуральной жидкости дрожжей происходит
успешная самосборка ВПЧ, по форме и размеру
схожих с частицами нативного бактериофага MS2.
Полученные таким образом ВПЧ могут быть легко
очищены из культуральной жидкости методом пре-
ципитации ПЭГ с последующей гель-фильтрацией.

Оценка биотехнологического потенциала 
штамма K. phaffii 4287/pPIC-CP2

Для предварительной оценки потенциала штам-
ма K. phaffii 4287/pPIC-CP2 было проведено его
культивирование в трехлитровом лабораторном
ферментере.

В процессе ферментации отбирали пробы куль-
туральной жидкости, отделяли от клеток центри-
фугированием и измеряли концентрацию общего
белка (рис. 2a, 1). Далее белки из 1 мл супернатан-
та культуральной жидкости отобранных проб очи-
щали методом ПЭГ-преципитации, растворяли в
1 мл буфера, измеряли их концентрацию (рис 2a, 2)
и анализировали электрофорезом в SDS-PAAG
(рис. 2b).

Показано, что концентрация общего белка
растет на протяжении всего времени фермента-
ции и достигает значения 16 мг/мл (16 г/л). Кон-
центрация высокомолекулярных белков, отделя-
емых преципитацией ПЭГ, в процессе фермента-
ции растет и достигает максимального значения
5.3 мг/мл (5.3 г/л) к 150 ч культивирования, после
чего незначительно снижается. Электрофорети-
ческий анализ показал, что высокомолекуляр-
ная белковая фракция, осажденная ПЭГ, состо-
ит из белков молекулярной массой ~14 кДа
(рис. 2b), то есть с большой вероятностью представ-
ляет собой ВПЧ бактериофага MS2, которые обра-
зуются в процессе самосборки из белка СР, секре-
тируемого в культуральную жидкость в процессе
ферментации штамма K. phaffii 4287/pPIC-CP2.

Выход частично очищенных ВПЧ, получен-
ных таким образом, достигал 5 г/л, тогда как при
внутриклеточном формировании ВПЧ в дрожже-
вых клетках выход конечного продукта не превы-
шает 10 мг/л [24]. Однако заметим, что выход це-
левого продукта составлял примерно 30% от общего
белка в культуральной жидкости. Мы предполага-
ем, что бóльшая часть низкомолекулярных бел-
ков культуральной жидкости представляет собой
белок СР, не собранный в надмолекулярные струк-
туры.

Самосборка ‒ это спонтанное и специфиче-
ское взаимодействие субъединиц в упорядоченные
формы [25]. Известно, что на сложный процесс
формирования ВПЧ, их стабильность и агрегацию
влияют различные физико-химические факторы
[26, 27], такие как рН, солевой состав и ионная сила
растворов. Ранее показано, что подбор солевого
состава и рН раствора может существенно повли-
ять как на самосборку ВПЧ, так и на их стабиль-
ность [28]. Мы предполагаем, что оптимизация
состава и рН ферментационной среды, а также
условий культивирования может повлиять на
процесс самосборки ВПЧ и привести к увеличе-
нию выхода целевого продукта.

ВПЧ бактериофага MS2 имеют большой по-
тенциал для их использования в качестве плат-
формы для создания эпитопных вакцин, а также
средств направленной доставки генов и лекар-
ственных средств [6, 29, 30]. Заметим, что воз-
можность получения ВПЧ при экспрессии гена
белка СР бактериофага MS2 в бактериальных и
дрожжевых системах описана достаточно подроб-
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но [24, 26, 31], хотя во всех известных работах ис-
следована внутриклеточная самосборка ВПЧ.

Мы предлагаем использование способа полу-
чения ВПЧ MS2 в экспрессионной системе мети-
лотрофных дрожжей P. pastoris (K. phaffii), при ко-
тором рекомбинантный капсидный белок фага
секретируется в культуральную жидкость, где и
происходит самосборка ВПЧ.

Предлагаемый нами подход позволяет исполь-
зовать все преимущества экспрессионной систе-
мы метилотрофных дрожжей P. pastoris (K. phaffii),
а именно: высокоуровневую экспрессию гена,
получение культуры высокой плотности и высо-
ких концентраций целевого белка в культураль-
ной жидкости, возможности масштабирования
процесса ферментации и т.д., ‒ что позволяет су-
щественно увеличить выход целевого продукта и
довести его до нескольких граммов в литре.

ВПЧ можно легко выделить и очистить, так
как их самосборка происходит в культуральной
жидкости, в связи с чем отпадает необходимость в
разрушении клеток и последующей многостадий-
ной очистке от клеточных компонентов. Кроме
того, использование методов преципитации ПЭГ
и гель-фильтрации для очистки ВПЧ не требует
ни дорогостоящего оборудования, которое необхо-
димо при центрифугировании в градиенте плотно-
сти сахарозы или цезия, ни времязатратного диали-
за [26], но при этом позволяет получить конеч-
ный продукт высокой степени чистоты.

Полученные результаты могут быть использо-
ваны для разработки технологии масштабного

производства рекомбинантных вакцин на платфор-
ме вирусоподобных частиц бактериофага MS2.
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Biotechnological Potential of Methylotrophic Yeast Komagataella phaffii 
(Pichia pastoris) for Assembly of Bacteriophage MS2 Virus-Like Particles

L. N. Borschevskayaa, #, T. L. Gordeevaa, E. B. Pichkura, V. R. Samyginaa, b, and S. P. Sineokya

aKurchatov Institute National Research Center, Moscow, 123182 Russia
bA. V. Shubnikov Institute of Crystallography, Crystallography and Photonics 

Federal Scientific Research Center, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119333 Russia
#e-mail: larisa.larbor3@yandex.ru

Abstract—Successful assembly of bacteriophage MS2 virus-like particles (VLPs) from a secreted recombinant
capsid protein in the culture medium of the Komagataella phaffii methylotrophic yeast has been shown. The
yield of VLPs was 5 g/L and reached 30% of the total protein of the culture liquid supernatant. The VLPs were
well-ordered icosahedral structures with a diameter of 26‒28 nm, which was confirmed by transmission elec-
tron microscopy. A simple method for the isolation and purification of the VLPs was proposed, which ensures
the purity of the target protein structures of more than 90%. The results obtained can be used for development
of a technology for the large-scale production of recombinant vaccines based on bacteriophage MS2 VLPs.

Keywords: virus-like particle, self-assembly, bacteriophage MS2, capsid protein, yeast expression system,
Komagataella phaffii, Pichia pastoris
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