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Разработан протокол получения, выделения и очистки рекомбинантной химерной ДНК-полимера-
зы KFQ, содержащей домены высокоточных полимераз из термофильных организмов Pyrococcus fu-
riosus и Thermococcus kodakarensis и ДНК-связывающий белок Sso7d из Sulfolobus solfataricus. Проана-
лизированы свойства полученного фермента и проведено их сравнение с широким спектром ком-
мерческих ДНК-полимераз. Продемонстрировано, что показатели скорости элонгации и
термостабильности полимеразы KFQ сравнимы с коммерческими ферментами, а эффективность
амплификации протяженных фрагментов нуклеотидной цепи, размером до 8 т.п.н., и устойчивость
к основным ингибиторам превосходят все исследованные ферменты.
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ДНК-зависимые ДНК-полимеразы (КФ 2.7.7.7)
широко используют в разных молекулярно-био-
логических методах, таких как полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР), синтез генов de novo, секве-
нирование ДНК и генотипирование.

Известные на сегодняшний момент ДНК-по-
лимеразы можно разделить на четыре основные
группы: ДНК-полимераза I (семейство A), ДНК-
полимераза II (семейство B), ДНК-полимераза
III (семейство C) и другие (семейство X) [1]. Пер-
воначально для ПЦР использовали ДНК-поли-
меразы семейства А, выделенные из термофиль-
ных бактерий (Taq ДНК-полимераза из Thermus
aquaticus и Tth ДНК-полимераза из Thermus ther-
mophilus) [2]. В последующем широкое распро-
странение получили архейные ДНК-полимеразы
семейства B: Pfu из Pyrococcus furiosus и KOD из
Thermococcus kodakarensis, ‒ благодаря их термо-
стабильности и высокой точности репликации
длинных фрагментов, наряду с интегрированной
3'→5' экзонуклеазной активностью [3‒5], кото-
рая не присуща Taq-полимеразе. При сходной вы-
сокой точности (частота мутаций ‒ около 0.4%)
термостабильность KOD-полимеразы ниже, чем
Pfu [5, 6]. М. Takagi и др. [5] показали, что в усло-
виях ПЦР эти полимеразы различаются по следу-
ющим параметрам: у полимеразы KOD скорость
удлинения цепи в пять раз (106–138 н./с), а про-
цессивность (число нуклеотидов, присоединяе-
мых полимеразой за одно событие связывания)
на порядок выше, чем у Pfu. Позднее А. Elshawad-

fy и др. [6] подтвердили высокую производитель-
ность KOD в классическом варианте ПЦР и в
формате реального времени.

Полимеразы семейства В имеют схожую струк-
туру и состоят из 3 основных доменов: N-концевого
(1–130, 327–368 а.о.), экзонуклеазного (131–
326 а.о.) и ДНК-полимеразного [7]. Роль N-кон-
цевого домена до конца не изучена, хотя показа-
но, что он важен для распознавания урацила в ар-
хейных, но не в эукариотических ферментах этого
семейства. Экзонуклеазный домен обладает 3'→5'
корректирующей активностью. Полимеразный до-
мен по форме напоминает кисть правой руки и
подразделяется на 3 домена: “ладонь” (369–450 и
501–588 а.о.), “пальцы” (451–500 а.о.) и “боль-
шой палец” (589–775 а.о.). Связывание ДНК про-
исходит в области на стыке этих доменов. Катали-
тический центр фермента включает консерватив-
ные аминокислотные остатки домена “ладонь”.
“Пальцы” связывают матрицу и dNTP в актив-
ном центре, а “большой палец” ‒ ДНК [8].

Для улучшения свойств различных полимераз
используют следующие методы: 1) оптимизацию
кодонов для увеличения выхода рекомбинантного
фермента в растворимой форме и повышения его
удельной активности; 2) мутагенез с целью измене-
ния свойств фермента [9‒13]; 3) создание химерных
ферментов, включающих фрагменты и полнораз-
мерные последовательности разных ДНК-полиме-
раз [6], и 4) создание ферментов слияния с моти-
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вом связывания ДНК, таким как Sso7d или спи-
раль-шпилька-спираль (HhH) [14‒16].

Примером химерных ДНК-полимераз являет-
ся фермент Kofu. Он получен путем обмена доме-
нами между ДНК-полимеразами KOD и Pfu. В
ДНК-полимеразе Kofu N-концевой экзонуклеаз-
ный домен и C-конец взяты из KOD, а централь-
ная область ‒ из Pfu. Химерная ДНК-полимераза
Kofu характеризуется близкой к KOD скоростью
удлинения праймеров, процессивностью и тер-
мостабильностью и аналогичной Pfu точностью
репликации [17].

Так, белок Sso7d из Sulfolobus solfataricus, свя-
зывающий двухцепочечную ДНК (дцДНК), значи-
тельно усиливал процессивность полимераз [15,
18]. F. Wang и др. [19] показали, что гибридный
фермент, содержащий Sso7d-домен, слитый с по-
лимеразой KOD, характеризуется значительно бо-
лее высокой процессивностью. Также эта модифи-
кация увеличивала термостабильность и устойчи-
вость полимеразы к действию ингибиторов [18].

Нами сконструирована химерная ДНК-поли-
мераза KFQ, состоящая из фрагментов последо-
вательностей полимераз KOD (PDB: 1WNS_A) и
Pfu (GenBank: AAL80336.1). С-конец KFQ флан-
кирован последовательностью Sso7d, содержащей
мутации K12L и E35L, ‒ они “удаляют” РНКазную
активность белка, не влияя на его термическую ста-
бильность [20, 21]. Все введенные модификации на-
правлены на получение высокоточной и высоко-
производительной ДНК-полимеразы для исполь-
зования в ПЦР. Разработана методика получения
и очистки фермента KFQ, а также изучены его
свойства и проведено сравнение с коммерчески-
ми ДНК-полимеразами.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Сборка целевого гена

Последовательность, кодирующую полимера-
зу KFQ, получали путем сборки ПЦР-фрагмен-
тов из олигонуклеотидных праймеров методом
“слива” [22] с последующей их ПЦР-сшивкой.
Концевые праймеры: F (прямой) 5'-CATATGGC-
GAGTGCTATTCTGGACACCG-3' и R (обратный)
5'-CTCGAGTTTCTTCTGTTTTTCCAACATTTG-
CAGCAATTCCTTAGG-3' ‒ содержали сайты узна-
вания рестриктаз NdeI и XhoI (Thermo Fisher Sci-
entific, США) соответственно (выделены подчер-
киванием). Полученный ампликон обрабатывали
NdeI и XhoI и клонировали в плазмидный вектор
pET24a+, предварительно обработанный теми же
рестриктазами. В результате была получена экс-
прессионная плазмида pET24KFQ, содержащая
последовательность, кодирующую целевой ген
полимеразы KFQ, к С-концу которой присоеди-
нен домен Sso7d и 6-гистидиновый тэг (6×His).
Правильность нуклеотидной последовательности

клонированного гена была подтверждена секве-
нированием.

Экспрессия и очистка полимеразы
Для экспрессии полимеразы штамм Escherichia

coli Rosetta (De3) (Merck Millipore, США), содер-
жащий экспрессионную плазмиду pET24KFQ,
растили в среде LB (“Helicon”, Россия), содержа-
щей 2% глюкозы и 100 мкг/мл ампициллина, при
37°С в течение ночи. Затем 3% ночной культуры
штамма-продуцента инокулировали в 300 мл обога-
щенной питательной среды LB со 100 мкг/мл кана-
мицина и 0.2% глюкозы и растили при 37°C и пе-
ремешивании со скоростью 190 об/мин. По до-
стижении оптической плотности 0.8 при длине
волны 595 нм (OD595) к клеткам добавляли изо-
пропил-β-D1-тиогалактопиранозид (IPTG) до
концентрации 0.4 мМ и растили при 37°C в течение
23 ч. Клеточную биомассу получали центрифугиро-
ванием в течение 20 мин при 4°C и 4 000 об/мин на
центрифуге Avanti JXN-30 (Beckman Coulter, США).
Выход влажных клеток составила 3.6 г/л культу-
ральной среды.

Влажные клетки E. coli Rosetta (De3)/pET24KFQ
(1.5 г) гомогенизировали в ультразвуковом дезин-
теграторе Branson sonifier 250 (Branson Ultrasonics,
США) в 15 мл буферного раствора 50 мМ Трис-HCl,
pH 9.1 (раствор A) в течение 5 мин с циклом 0.5 с
и амплитудой 30%. После центрифугирования
при 9000 об./мин 30 мин при 4°С супернатант
разбавляли в 2 раза раствором A и наносили на
сорбент Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (Cytiva, Шве-
ция), уравновешенную этим же буфером. Элюцию
проводили линейным градиентом: раствор В ‒ рас-
твор А с 500 мМ имидазолом. По результатам элек-
трофореза в денатурирующих условиях объеди-
няли фракции, содержащие целевой белок. Сум-
марный объем составил 16 мл, концентрация ‒
0.05 мг/мл.

Диализ объединенных фракций, содержащих
белок KFQ, проводили против буфера следующего
состава: 20 мМ Трис-HCl, 100 мМ KCl, 0.1 М ЭДТА
(pH 9.1) ‒ в диализном мешке MWCO 12000–
14000, RC (Serva, Германия). После диализа кон-
центрация белка составила 0.2 мг/мл, электрофо-
ретическая чистота ‒ не менее 95%. К раствору
белка добавляли дитиотреитол (ДТТ) до концен-
трации 1 мМ, БСА до 200 мкг/мл и глицерин до
50%. Полученные фракции хранили при темпера-
туре ‒80°С.

Условия ПЦР
ПЦР, если не указано иное, проводили по сле-

дующей схеме: денатурация ДНК при 98°С 2 мин;
25 циклов (денатурация при 98°С 10 с, отжиг прай-
меров 15 с при 52°С и амплификация 15 с/1000 п.н.
при 72°С); элонгация при 72°С 2 мин. При ис-



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 41  № 1  2025

ХИМЕРНАЯ ПОЛИМЕРАЗА KFQ: ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА 5

пользовании Taq-полимеразы (“AmpliSens”, Рос-
сия) денатурацию проводили при 95°С. Для ком-
мерческих полимераз состав реакционной смеси
соответствовал рекомендованной производите-
лем. ПЦР с полимеразой KFQ проводили в буфере,
содержащем 20 мМ Трис-HCl (рН 8.8), 60 мМ KCl,
10 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ MgCl2, 0.02% БСА.

Объем реакционной смеси во всех случаях
составлял 25 мкл. Для каждой ПЦР использова-
ли 20 нг плазмидной ДНК.

Электрофорез в агарозном геле
Результаты ПЦР оценивали посредством элек-

трофореза в 1.3%-ном агарозном геле, если не
указано иное (агароза RA; VWR International LLC,
США). Электрофорез проводили в Трис-ацетат-
ном буфере (40 мM Трис, 20 мM уксусной кисло-
ты, 1 мM ЭДТА, pH 8.5) при напряженности элек-
трического поля 2‒3 В/см. Для визуализации ДНК
в агарозный гель добавляли раствор бромистого
этидия (“AmpliSens”) до конечной концентрации
1.6 мкг/мл и проводили облучение геля на УФ-
трансиллюминаторе при длине волны 260 нм. На
гель наносили по 5 мкл каждого образца и маркера
молекулярных масс ДНК, если не указано иное.

Сравнительный анализ свойств KFQ 
и коммерческих полимераз

Термостабильность. В этом анализе 3 мкл каж-
дой ДНК-полимеразы: KFQ, Q5 (New England Bi-
olabs (NEB), США), Phusion (NEB) или Phusion
(Thermo Fisher Scientific; далее: TFS) ‒ или 10 мкл
Taq-полимеразы (“AmpliSens”) нагревали при 95°С
и 99°С в течение 10, 30, 60, 90 и 120 мин, охлажда-
ли в штативе-охладителе, после чего проводили
ПЦР. В качестве матрицы использовали плазми-
ду на основе Т-вектора, содержащую вставку разме-
ром 500 п.н. Контролем служили ПЦР с теми же
ферментами, не подвергавшимися нагреванию.

Определение оптимальных параметров элонга-
ции и денатурации в ПЦР. Элонгацию проводили
в диапазоне температур 40‒80°С с шагом 5°С и
при 72°С в качестве контроля. Для каждой из тем-
ператур элонгации варьировали температуру де-
натурации: 95 и 98°С.

Для определения оптимального времени элон-
гации в ПЦР с полимеразами KFQ, Q5, Phusion
(NEB), Phusion (TFS) процесс проводили в тече-
ние 5, 15, 30, 45 и 60 с/1000 п.н. В качестве матри-
цы использовали плазмиды на основе Т-вектора,
содержащие вставки 1000 и 2000 п.н.

Определение максимальной длины амплифици-
руемого фрагмента. Для определения способности
полимераз к амплификации протяженных фраг-
ментов проводили ПЦР с KFQ, Q5, Phusion (NEB),
Phusion (TFS) и Taq при времени элонгации 5, 15,

30, 45, и 60 с/1000 п.н. В качестве матрицы ис-
пользовали плазмиды на основе Т-вектора, со-
держащие вставки 2000, 3500, 4850 и 8000 п.н.

Определение устойчивости к действию ингиби-
торов. Определяли устойчивость полимераз KFQ,
Q5, Phusion (NEB), Phusion (TFS) и Taq к присут-
ствию в реакционной смеси различных концен-
траций ингибиторов ПЦР. Для этого к ПЦР-сме-
си добавляли следующие ингибиторы (указаны
конечные концентрации):

• KCl ‒ 10, 60, 80, 100, 120, 140 мМ;
• (NH4)2SO4 ‒ 10, 40, 60, 80, 100, 120 мМ;
• MgCl2 ‒ 1, 5, 10, 15, 20, 30 мМ;
• Моча ‒ 0.3, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0 и 30.0% v/v;
• Мочевина ‒ 10, 40, 100, 200,400, 600, 800,

1000 мМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Клонирование, экспрессия 

и очистка ДНК-полимеразы KFQ
Для получения рекомбинантной ДНК-поли-

меразы KFQ была разработана конструкция на ос-
нове последовательности ДНК-полимеразы KOD
(PDB: 1WNS_A), в которой участок 340‒570 а.о.
(домены “ладони” и “пальцев”) был заменен соот-
ветствующей аминокислотной последовательно-
стью ДНК-полимеразы Pfu (GenBank: AAL80336.1).
На 3'-конец сконструированного гена была до-
бавлена последовательность гена, кодирующего
белок Sso7d (GenBank: AAK42679.1) с мутациями
K12L и E35L. Последовательность гена ДНК-по-
лимеразы KFQ была оптимизирована с учетом
частоты встречаемости кодонов для бактериаль-
ной системы экспрессии на основе клеток E. coli.
Итоговую последовательность получали методом
сборки из длинных перекрывающихся праймеров
[22]. Ген, кодирующий KFQ, клонировали в плаз-
мидный вектор pET24а+ по сайтам рестрикции
NdeI и XhoI. Полученной в результате этих мани-
пуляций экспрессионной плазмидой pET24KFQ
трансформировали клетки E. coli Rosetta (De3) и
получали ДНК-полимеразу KFQ в виде раствори-
мого белка.

Очистку фермента проводили на металл-хе-
латном сорбенте за счет 6-гистидинового тэга на
С-конце полипептидной цепи (рис. 1а). Фрак-
ции, содержащие не менее 90% целевого белка,
объединяли и концентрировали. Как видно из
элекрофореграммы, представленной на рис. 1b,
чистота продукта составляла не менее 95%.

Термостабильность ДНК-полимеразы KFQ
В ходе ПЦР каждый цикл амплификации вклю-

чает этап денатурации (при 95‒98°C) ДНК-матри-
цы ‒ для подготовки ее к новому раунду. В связи
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с этим термостабильность ДНК-полимеразы имеет
важное значение для амплификации. Термостабиль-
ность рекомбинантной ДНК-полимеразы KFQ бы-
ла проанализирована в ПЦР после предваритель-
ной инкубации фермента при 95 и 98°C в интер-
вале от 10 мин до 2 ч. Параллельно этот же
эксперимент проводили для коммерческих поли-
мераз (рис. 2).

Как и ожидалось, термостабильность фермента
KFQ была сопоставима с коммерческими ДНК-по-
лимеразами. Все изученные ферменты сохраняли
свою активность после нагревания при 95°C и
98°C даже в течении 2 ч. В случае полимераз KFQ
(рис. 2а) и Q5 (рис. 2b) наблюдалось небольшое
снижение выхода продукта, хотя полученного ко-
личества достаточно не только для качественного
определения присутствия целевого гена в смеси,
но и для любых дальнейших молекулярно-биоло-
гических манипуляций (клонирование, секвени-
рование и т.д.).

Анализ температуры элонгации и денатурации

Большинство реакций ПЦР начинаются с эта-
па денатурации, который идет при 94‒98°C в те-
чение 1–9 мин. Этот этап гарантирует, что вся
матрица перейдет в одноцепочечную форму. При
использовании буферных растворов с высоким
содержанием солей (что необходимо для некото-
рых ДНК-полимераз) температура денатурации
превышает 98°C, т. к. GC-богатые матрицы могут

сохранять двухцепочечные участки при 95°C. Что
касается температуры элонгации, как правило
для ПЦР используют температуру 72°С, так как
она оптимальна для активности ДНК-полимераз.
Тем не менее, температура элонгации не относит-
ся к критическим параметрам [23] и ее можно ва-
рьировать в зависимости от целей эксперимента.
Например, при амплификации АТ-богатых по-
следовательностей температуру элонгации сни-
жают [24, 25].

Определение оптимальной температуры дена-
турации и диапазона температуры элонгации
проводили только для полимеразы KFQ (рис. 3).

Как видно из представленных результатов,
при 98°С, когда денатурация ДНК происходит в
большем объеме, чем при 95°С, выход продукта
амплификации выше (рис. 3b). В то же время из-
менение температуры элонгации не влияет на вы-
ход продукта реакции ‒ фермент в равной степе-
ни эффективен в широком диапазоне температур:
от 45 до 80°С.

Определение оптимального времени элонгации
Длительность этапа элонгации ПЦР зависит

от скорости синтеза ДНК-полимеразы и длины
целевой ДНК. Типичное время элонгации для
ДНК-полимеразы Taq составляет 1 мин/т.п.н. [26],
тогда как для ДНК-полимеразы Pfu ‒ 2 мин/т.п.н.
[3]. Понятно, что для сопоставимой эффективности
амплификации “медленным” ферментам потребу-

Рис. 1. Электрофоретический анализ целевого белка, KFQ, во фракциях элюата аффинной хроматографии (а) и в кон-
центрате объединенных фракций (b). M ‒ маркер молекулярной массы белков PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific). а ‒ На дорожки нанесены: осветленный клеточный лизат (1), фракция проскока (2), фрак-
ции элюата (3‒11). Стрелкой указан целевой белок. b ‒ На дорожку 1 нанесена объединенная фракция KFQ-содержа-
щих элюатов аффинной хроматографии.
Fig. 1. SDS-PAGE analysis of the target protein, KFQ, in the affinity chromatography eluate fractions (a) and in the pooled frac-
tion concentrate (b). M, protein molecular mass marker PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). a ‒
The following fractions were applied to the gel tracks: total cell lysate (1), precipitate (2), eluate fractions (3‒11). The arrow in-
dicates the target protein. b ‒ The pooled fraction of KFQ-containing affinity chromatography eluates was applied to track (1).
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ется больше времени, чем “быстрым”. Следова-
тельно, амплификация протяженных участков
ДНК полимеразами с низкой скоростью элонгации
потребует гораздо больше времени. Именно по-

этому одна из целей модификаций ДНК-полиме-
раз – это увеличение их скорости синтеза для со-
кращения длительности этапа элонгации и сум-
марного времени проведения ПЦР.

Рис. 2. Определение температурной стабильности полимераз KFQ (a), Q5 (b), Phusion (NEB) (c), Phusion (TFS) (d) и Taq (e).
М – маркер длин ДНК GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific), К – контрольная ПЦР.
Fig. 2. Thermal stability of KFQ (a), Q5 (b), Phusion (NEB) (c), Phusion (TFS) (d) и Taq (e) polymerases. М, DNA ladder GeneRuler
100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific); K, quality control PCR.
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Рис. 3. Определение оптимальной температуры элонгации при температуре денатурации 95°С (a) и 98°С (b). М – мар-
кер длин ДНК GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific).
Fig. 3. Optimal elongation temperature at the denaturation temperature of 95°С (a) and 98°С (b). М, DNA ladder GeneRuler
100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific).
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Эксперимент по определению оптимального
времени элонгации при амплификации фрагмен-
тов ДНК длиной 1000 и 2000 п.н. для всех иссле-
дуемых полимераз проводили, варьируя время
элонгации в интервале 5‒60 с/т.п.н. (рис. 4).

Для большинства коммерческих полимераз
рекомендуемое производителем время элонгации
составляет 15‒30 с/т.п.н. Как видно из рис. 4, эф-
фективность амплификации ДНК-полимераз Q5
(рис. 4b) и Phusion (NEB) (рис. 4c) снижается с
уменьшением времени элонгации, тогда как KFQ
(рис. 4a) и Phusion (TFS) (рис. 4d) остается высо-
кой даже при минимальном времени элонгации.
Неожиданно полимераза Taq (рис. 4e) эффектив-
но работала в этом временном интервале, хотя ре-
комендованное производителем время элонга-

ции составляет 60 с/т.п.н. Однако амплификация
Taq-полимеразой сопровождается образованием
большого количества побочных продуктов. При
использовании полимеразы KFQ также образовы-
вались побочные продукты, что может быть связано
с недостаточной степенью очистки фермента.

Определение максимальной длины 
амплифицируемого фрагмента

Ампликоны размером более 4–5 т.п.н. обычно
называют длинными. Амплификация таких по-
следовательностей не входит в число рутинных
приложений ПЦР, но может потребоваться для
решения различных научных задач, связанных с
синтезом генов de novo, молекулярным клониро-

Рис. 4. Определение оптимального времени элонгации полимераз KFQ (a), Q5(b), Phusion (NEB) (c), Phusion (TFS) (d)
и Taq (e). М ‒ маркер длин ДНК GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific).
Fig. 4. Determination of the optimal elongation time for KFQ (a), Q5 (b), Phusion (NEB) (c), Phusion (TFS) (d) and Taq (e) poly-
merases. М, DNA ladder GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific).
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ванием или генетическим анализом. Амплифика-
ция таких длинных фрагментов обычно осложня-
ется неспецифическим отжигом праймеров и об-
разованием вторичных структур в матрице ДНК.
Для успешной амплификации длинных последо-
вательностей ДНК часто необходима оптимиза-
ция условий реакции. Для этого варьируют такие
параметры реакции, как температура и длитель-
ность различных этапов ПЦР, проводят оптими-
зацию концентрации праймеров и dNTP, а также
применяют специальные добавки, предназначен-
ные для повышения эффективности и специфич-
ности реакции. В связи с этим для характеристи-
ки свойств полимераз важно определить макси-
мальную длину амплифицируемого фрагмента
при стандартных условиях ПЦР.

Для этого с использованием полимераз KFQ,
Q5, Phusion (NEB), Phusion (TFS) и Taq амплифи-
цировали фрагменты ДНК длиной 2, 3.5, 4.85 и 8
т.п.н. с временем элонгации 15 с/т.п.н. Из-за
большого размера фрагментов для лучшего разде-
ления электрофорез проводили в геле низкой
плотности (0.8%). Известно, что гели с низкой
концентрацией агарозы очень чувствительны к

перегрузу по ДНК, поэтому ПЦР-продукты по-
лимеразы KFQ наносили в объеме 2.5 мкл, а для
остальных полимераз ‒ 5 мкл (рис. 5).

Полимеразы KFQ (рис. 5а) и Phusion (TFS)
(рис. 5d) эффективно амплифицировали все фраг-
менты. В случае полимеразы Phusion (NEB) (рис. 5с)
также зарегистрировали все продукты амплифи-
кации, но их концентрация была существенно ни-
же, что свидетельствует о низкой эффективности.
При использовании полимеразы Q5 (рис. 5b) были
получены продукты размером 2, 3.5 и 4.85 т.п.н., од-
нако с достаточно высокой эффективностью про-
шла амплификация только фрагмента длиной
2 т.п.н. ПЦР-продукты полимеразы Taq (рис. 5e)
были длиной 2 и 3.5 т.п.н. и, как в случае полиме-
разы Q5, эффективно был амплифицирован толь-
ко фрагмент 2 т.п.н.

Таким образом, показано, что использование
полимеразы KFQ позволяет эффективно ампли-
фицировать фрагменты размером до 8000 п.н. со
скоростью 15 с/т.п.н. без какой-либо дополнитель-
ной оптимизации реакции, тогда как для коммерче-
ских полимераз время элонгации протяженных

Рис. 5. Амплификация протяженных ДНК-фрагментов полимеразами KFQ (a), Q5(b), Phusion (NEB) (c), Phusion
(TFS) (d) и Taq (e) при скорости элонгации 1000 п.н./15 с. M – маркер длин ДНК MassRuler HR (Thermo Fisher Scien-
tific).
Fig. 5. Amplification of extended DNA fragments by KFQ (a), Q5(b), Phusion (NEB) (c), Phusion (TFS) (d) and Taq (e) poly-
merases at an elongation rate of 1000 bp/15 s. М, DNA ladder MassRuler HR (Thermo Fisher Scientific).
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Рис. 6. Определение устойчивости полимераз KFQ (a, b), Q5 (c), Phusion (NEB) (d), Phusion (TFS) (e) и Taq (f) к инги-
биторам. M – маркер длин ДНК GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific).
Fig. 6. Analysis of resistance of KFQ (a, b), Q5 (c), Phusion (NEB) (d), Phusion (TFS) (e) and Taq (f) polymerases to inhibitors.
М, DNA ladder GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Fisher Scientific).
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фрагментов ДНК рекомендовано увеличить до
40 с/т.п.н. Также следует отметить, что количе-
ство полученного ПЦР-продукта значительно
выше, чем для коммерческих полимераз.

Определение устойчивости полимераз 
к действию ингибиторов

Ингибиторы ПЦР обычно напрямую взаимо-
действуют с ДНК, препятствуя связыванию по-
лимеразы с матрицей ДНК, или взаимодействуют
с ДНК-полимеразой, блокируя активность фер-
мента. ДНК-полимеразы также чувствительны к
наличию в реакционной смеси кофакторов, кото-
рые могут быть мишенью ингибирования. На-
пример, присутствие ионов магния ‒ важнейшее
условие для работы ДНК-полимераз, а соедине-
ния, которые снижают доступность Mg2+ или ме-
шают связыванию Mg2+ с ферментом, могут ин-
гибировать ПЦР.

К наиболее распространенным ингибиторам
ПЦР относятся биологические жидкости (кровь,
моча, слюна и т.д.), а также компоненты различ-
ных растворов, используемых для обработки био-
логических образцов: соли, спирты и т.д. Мы
проанализировали устойчивость ДНК-полиме-
раз KFQ, Q5, Phusion (NEB), Phusion (TFS) и Taq
к таким ингибиторам как моча, мочевина, соли
калия, магния и аммония (рис. 6). Оказалось, что
порог устойчивости к каждому из ингибиторов
для полимеразы KFQ заметно выше, чем у ком-
мерческих полимераз.

По сравнению с другими протестированными
полимеразами KFQ (рис. 6а) оказалась почти на
порядок устойчивее к присутствию в реакции по-
вышенных концентраций KCl. Также KFQ сохра-
няет активность в присутствии 60 мМ сульфата
аммония, тогда как полимераза Phusion (TFS)
(рис. 6е) активна только до 40 мМ, а другие теря-
ют активность уже при 10 мМ.

Ферментативная активность KFQ сохраняется
в диапазоне концентраций MgCl2 1‒30 мМ, хотя
в концентрациях выше 5 мМ снижается. Полиме-
раза Phusion (TFS) сохраняет высокую актив-
ность до 15 мМ MgCl2, но эффективность резко
падает при повышении концентрации до 20 мМ.
Диапазон концентраций хлорида магния, при ко-
торых уровень активности ферментов оставался
оптимальным в этом эксперименте, составляляет
1‒5 мМ.

Полимераза KFQ (рис. 6b) примерно в 2 раза
устойчивее к присутствию в реакционной смеси
мочи (до 20% для KFQ против 10% для других по-
лимераз) и в 2‒4 раза к присутствию мочевины.
Повышенная устойчивость полимеразы KFQ к
солям, мочевине и моче позволяет считать этот
фермент перспективным для включения в прото-
колы ПЦР, в том числе ПЦР-диагностики.

Таким образом, в проведенном нами исследо-
вании получен рекомбинантный штамм E. coli,
экспрессирующий химерную ДНК-полимеразу
KFQ. В результате анализа свойств ДНК-полиме-
разы KFQ выявлено, что показатели скорости
элонгации, термостабильности не уступают ком-
мерческим полимеразам. ДНК-полимераза KFQ
характеризуется высокой эффективностью в слу-
чае амплификации протяженных фрагментов,
размером до 8 т.п.н., и повышенной устойчиво-
стью к ингибиторам по сравнению с другими по-
лимеразами, исследованными в работе. На осно-
вании этих данных ДНК-полимеразу KFQ можно
рассматривать как перспективный инструмент
ПЦР-амплификации в разных молекулярно-био-
логических приложениях. Дальнейшие исследо-
вания будут направлены на изучение корректиру-
ющей способности фермента и его точности при
амплификации протяженных фрагментов и в ре-
акциях сборки генов de novo, а также на оценку воз-
можности его применения в ПЦР-диагностике.
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Chimeric KFQ Ppolymerase: Production and Properties
E. D. Solovievaa, O. O. Mikheevaa, E. A. Cherkashina, A. S. Cherkashinaa, #, and V. G. Akimkina

aCentral Research Institute of Epidemiology, Rospotrebnadzor, Moscow, 111123 Russia
#e-mail: cherkashina@pcr.ms

Abstract—Here, a protocol for obtaining, isolating and purifying recombinant chimeric KFQ DNA-poly-
merase containing domains of high-fidelity polymerases from thermophilic organisms Pyrococcus furiosus
and Thermococcus kodakarensis and DNA-binding protein Sso7d from Sulfolobus solfataricus was developed.
The properties of obtained enzyme were analyzed and compared with a wide range of commercial DNA-poly-
merases. It was shown that elongation rate and thermal stability of KFQ polymerase were comparable with
commercial enzymes, and the efficiency of amplification of extended fragments of the nucleotide chain, up
to 8 kb, and resistance to the main inhibitors were superior to all the studied enzymes.

Keywords: DNA-polymerase, chimeric enzyme, DNA-binding protein, Sso7d, PCR
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