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Резюме
Введение. В последнее десятилетие пептиды с молекулярной массой менее 5 кДа используется в медицине и 
биотехнологии для лечения различных заболеваний. Химический синтез пептидов имеет ограничения, такие как низкий 
выход и эффективность синтеза, сложность масштабирования. Альтернативой является использование Escherichia coli. 
Разработка эффективной технологии синтеза пептидов остается актуальной задачей в связи с низкой продуктивностью 
штаммов-продуцентов. 
Цель. Разработка высокоэффективных штаммов Escherichia coli BL21, экспрессирующих терапевтические пептиды 
молекулярной массой менее 5 кДа, и технологии их культивирования.
Материалы и методы. Генетические конструкции получили с использованием рестриктазно-лигазного метода, 
подлинность подтвердили секвенированием по Сенгеру. Технологию культивирования разработали с использованием 
подхода Design of experiments. Валидацию условий культивирования проводили в биореакторе Biostat B. Гибридные  
белки очищали методом металл-хелатной хроматографии, целевые пептиды получали гидролизом с помощью  
ULP-протеазы. Количественное содержание целевого белка определяли капиллярным электрофорезом, подлинность 
белка – ВЭЖХ-МС и косвенным неконкурентным ИФА.
Результаты и обсуждение. В ходе исследований разработаны высокоэффективные штаммы-продуценты пептидов 
и оптимальные условия культивирования: рН – 7,5 ± 0,5, температура культивирования – 37 °C, оптическая плотность 
индукции – 2,7 ± 0,3, концентрация ИПТГ – 0,05 мМ. Продуктивность штаммов-продуцентов достигла 4,82 ± 0,05  г/л. 
Получены образцы очищенных пептидов.
Заключение. Разработанная технология позволяет получить пептиды с высоким выходом, не описанным ранее 
исследователями. Практическая значимость данной работы заключается в возможности применения данной технологии 
для получения пептидов с различными физико-химическими свойствами. 
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Abstract
Introduction. Peptides with a molecular weight of less than 5 kDa have been used in medicine and biotechnology over the 
past decade for the treatment of various diseases. However, chemical synthesis peptide has several disadvantages, including  
low yield, reduced efficiency, and high costs. An alternative approach to peptide production is the use of the Escherichia coli 
expression system. The development of effective peptide synthesis technology remains a critical task because of the low 
productivity of recombinant strains. 
Aim. Developing highly efficient strains of Escherichia coli BL21 expressing therapeutic peptides with a molecular weight of less 
than 5 kDa in E. coli and their cultivation technology.
Materials and methods. Genetic constructs were obtained using the restriction-ligase method, and their authenticity was 
confirmed by Sanger sequencing. Cultivation technology was developed using the Design of Experiments approach. The  
cultivation condition was validated in the Biostat B bioreactor. Hybrid proteins were purified by metal-chelate chromatography, 
followed by hydrolysis ULP proteas to obtain the target peptides. The quantitative content of the target protein was determined  
by capillary electrophoresis, and the authenticity of the protein was confirmed by HPLC-MS and ELISA.
Results and discussion. Highly efficient peptide-producing strains were developed. Cultivation conditions were optimized:  
рН 7.5 ± 0.5, cultivation temperature 37 °C, induction optical density 28 ± 2, IPTG concentration 0.05 мМ. The productivity  
of the producer strains was up to 4.82 ± 0.05 g/L. Furthermore, samples of the target peptides were isolated and purified. 
Conclusion. The productivity of peptides in this study were significantly higher than in previous research. The presented  
strategy for strain development, cultivation and purification technology can be used production of therapeutic peptides with 
diverse physical chemicals characteristics in the future. 
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ВВЕДЕНИЕ
За последнее десятилетие пептиды нашли широ-

кое применение в медицине и биотехнологии. Эра 
пептидных препаратов началась в 1921 году с откры- 
тия инсулина [1–3]. В настоящее время пептиды ис-
пользуются в терапии метаболических, инфекци-
онных, кардиоваскулярных и онкологических забо-
леваний. На мировом рынке представлено около 
80  пептидных препаратов, одобренных регуляторны-
ми органами. Кроме того, более 150 пептидов находят- 
ся в стадии клинической разработки, 400–600 пепти-
дов – доклинических исследований [1, 3]. 

Классическая технология получения пептидов  – 
химический синтез – имеет ряд ограничений: низкий 
выход пептидов из-за проблем с растворимостью, ис-
пользование дорогостоящих, взрывоопасных реаген-
тов, сложность масштабирования и наработки мате- 
риала надлежащего качества не только для обеспе- 
чения потребностей рынка, необходимого для докли-
нических и клинических исследований [4, 5]. Страте-
гия прямого последовательного синтеза заключается  
в поэтапном добавлении аминокислот до получения 
желаемой последовательности. Эффективность каж-
дого этапа не достигает 100 %, что приводит к обра-
зованию смеси пептидов разной длины и усложне- 
нию процесса очистки [6]. Дополнительные сложно- 
сти возникают при синтезе последовательностей с  
высоким содержанием гидрофобных аминокислот,  
склонных к агрегации, и свободных цистеинов из-за  
окисления или образования нежелательных дисуль-
фидных связей  [6, 7]. Альтернативным способом по- 
лучения пептидов является технология рекомбинант-
ной ДНК, которая лишена вышеперечисленных не-
достатков. Для получения пептидов, не содержащих 
посттрансляционные модификации, неабиогенные 
аминокислоты, может быть использована бактериаль- 
ная система экспрессии. Быстрая кинетика роста, хо-
рошая охарактеризованная генетика, широкий вы-
бор инструментов для экспрессии генов, возмож-
ность высокоплотностного культивирования сделали  
Escherichia coli ключевым представителем бактери- 
альной системы экспрессии для сверхэкспрессии  
рекомбинантных белков  [8]. В литературе описаны  
десятки штаммов-продуцентов, каждый из которых 
обладает своими достоинствами и недостатками.  
Стоит отметить, что большинство из них являются 
специализированными штаммами, которые исполь- 
зуются в определенных случаях. В промышленных 
масштабах используются несколько штаммов E.  coli: 
BL21 и производные линии K12 [9]. Несмотря на то,  
что штаммы K12 наиболее изучены, E. coli BL21 счи- 
тается более предпочтительным для производства  
рекомбинантных белков, так как он обеспечивает бо-
лее высокий выход биомассы и снижает образова-
ние ацетата даже при избытке глюкозы в среде [9–11].  
Использование BL21 предпочтительно для получения 
пептидов, склонных к протеолитической деградации. 
При этом BL21 является дефицитным по протеазам 

Lon и OmpT, способствующим гидролизу чужеродных 
белков и расщеплению внеклеточных белков соот- 
ветственно, и обеспечивает стабильность плазмид- 
ной ДНК [8, 9].

Однако экспрессия коротких пептидов молеку-
лярной массой менее 5 кДа ограничена цитотоксич-
ностью и низкими выходами целевого продукта  [12]. 
Поэтому задача разработки стратегии получения 
пептидов с сохранением всех преимуществ E.  coli 
остается актуальной. Одним из решений является  
экспрессия пептида в виде тандемных повторов 
или в виде гибридных белков, слитых крупными 
белками, например SUMO [12–15]. Однако тандем-
ные повторы усложняют рефолдинг белков [15], что 
делает использование белка SUMO более перспек-
тивным направлением [16]. В настоящее время тех-
нология SUMO используется для получения реком-
бинантных пептидов в академических целях, но ее 
продуктивность недостаточна для промышленного 
использования [17–21]. 

На экспрессию рекомбинантного белка влияет не 
только экспрессионный штамм-хозяин, но и условия 
индукции [9, 22, 23]. Выход экспрессируемых белков 
можно увеличить с помощью оптимизации этих па-
раметров. Традиционно изменение одной перемен-
ной за раз используется для оптимизации [24]. Одна- 
ко этот метод требует проведения большого коли- 
чества экспериментов и приводит к неправильной  
интерпретации данных при взаимодействии различ-
ных факторов  [25]. Напротив, Design of experiments 
(DoE) позволяет варьировать несколько факторов  
одновременно и исследовать их взаимодействие, что 
делает его более предпочтительным методом для  
получения проектных полей процесса [25–28]. 

Таким образом, в данной работе предложена стра- 
тегия разработки высокоэффективных штаммов-про-
дуцентов терапевтических пептидов молекулярной 
массой менее 5 кДа в E. coli BL21, а также культивиро- 
вания для применения в промышленной биотехно-
логии. Предложенная стратегия получения штам-
мов-продуцентов и технология культивирования мо-
гут быть использованы для биосинтеза пептидов с 
различными физико-химическими свойствами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и плазмиды 

Штаммы Escherichia coli DH5α (NEB, США) и BL21 
(NEB, США) были использованы в качестве штам-
мов для клонирования и экспрессии соответствен-
но. Для нуклеотидных последовательностей SUMO 
и пептидов была проведена оптимизация кодонов 
для их экспрессии Escherichia coli с использованием  
алгоритма ATUM (США), синтез последовательно-
стей был осуществлен ATUM (США). Фрагмент SUMO 
был фланкирован сайтами рестрикции эндонуклеаз 
EcoRI и BseRI, фрагменты пептидов – BseRI и HindIII. 
В качестве вектора была использована плазмида 
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ЗАО  «Фарм-Холдинг», содержащая ген устойчивости  
к канамицину, Tac-промотор, rrnB-терминатор, точ-
ку инициации репликации pBR322 и ген ROP для  
контроля копийности (рисунок 1) [29]. Рекомбинант-
ные плазмиды были получены рестриктазно-лигаз-
ным методом клонирования [30]. Подлинность была 
подтверждена секвенированием по Сэнгеру компа-
нией ЗАО «Евроген» (Россия). 

Трансформация и отбор клонов  
с высокой экспрессией 

Плазмиды после подтверждения подлинности 
конструкций ввели в E. coli  BL21 методом электро-
порации. 0,5 мкл плазмиды (400 нг/мкл) смешива-
ли с 100 мкл компетентных клеток E. coli BL21 к кю- 
вете для электропорации 1 мм и подвергали дейст- 
вию электрического тока 1700 V с помощью электро-
поратора Eppendorf Eporator (Германия) [30]. Далее 
к клеткам добавили 1 мл среды SOC [31] и инкубиро- 
вали в течение 1 ч при 37 °C и 180 об/мин в термо-
шейкере Ecotron (Infors, Швейцария). Суспензию кле-
ток центрифугировали при 3000 об/мин в течение 
2  мин с помощью центрифуги 5810R (Eppendorf, Гер- 
мания), супернатант удаляли, клетки ресуспендиро-
ва-ли в 100  мкл среды и рассевали на агаризованную 
среду LB [31], содержащую канамицин (50 мг/л). Чашки 
инкубировали в течение ночи при температуре 37  °C. 
Были получены штаммы-продуценты BL21\pF1220 
и BL21\pF1223, экспрессирующие SUMO-пептид 1 и 
SUMO-пептид 2 соответственно. Данные пептиды яв-
ляются антигенными компонентами вакцины. 

По 10 колоний с каждой чашки пересевали в 
колбы (300 мл), содержащие 30 мл среды LB [31] и  

50  мг/л канамицина. Клетки инкубировали при 37 °C  
и 180 об/мин в термошейкере Ecotron (Infors, Швей- 
цария) до достижения оптической плотности при 
длине волны 600 нм 0,6–0,8 о.е., внесли изопропил- 
β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) до конечной кон-
центрации 0,5 мМ. Индукцию проводили в течение 
4  ч, затем отбирали 200 мкл суспензии клеток, цент- 
рифугировали при 15  000 об/мин в течение 5 мин с  
помощью центрифуги 5810R (Eppendorf, Германия). 
Экспрессию белка оценивали методом электрофоре-
за в денатурирующих условиях в 15%-м трицин-по- 
лиакриламидном геле  [32]. Клоны с наилучшей экс-
прессией были выбраны для дальнейших иссле- 
дований.

Подготовка посевного материала

Подготовка посевного материала для культиви-
рования в колбах и в биореакторе идентична. Куль-
туру растили в среде для посевного материала (СМ), 
содержащей пептоны растительного происхождения 
30  г/л, дрожжевой экстракт 10 г/л, 50 мг/л канамици-
на. Инкубировали в термошейкере Ecotron (INFORS 
HT, Швейцария) при 180 об/мин 37 °C в течение  
16 ± 2 ч.

Оптимизация условий индукции в колбах

На основании литературных данных и предыду-
щего опыта для оптимизации условий индукции бы-
ли выбраны пять факторов: рН (5–8), температура  
(25–37  °C), длительность индукции (4–17 ч), концент- 
рация индуктора ИПТГ (0,05–1,0 мМ), оптическая плот-
ность индукции (0,5–3,0 о.е.) [9, 22, 23]. 

Рисунок 1. Общая карта плазмиды 

Figure 1. Schematic plasmid map
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В качестве откликов использовали удельную про-
дуктивность и концентрацию влажной биомассы. 
Влияние факторов оценивали с помощью дизайна 
Reduced Central Composite Face (CCF). Модели счита-
лись приемлемыми при удовлетворительных значе-
ниях коэффициента детерминации R2 и высокой пред-
сказательной способности модели Q2 [25, 33, 34]. 
Множественный линейный регрессионный анализ  
использовали для надстройки модели (формула 1).

Y X X X XC CF i i
i

ij i
i j

j ii i
i

= + + +
= < =
∑ ∑ ∑α α α α0

1

3 3
2

1

3

, (1)

где YCCF – отклик CCF-дизайна; Xi и Xj – анализируе-
мые факторы; a0 – константа; ai, aij и aii – линейные  
коэффициенты регрессии, коэффициенты взаимо-
действия и квадратичные коэффициенты регрессии 
соответственно.

Валидация условий культивирования  
в биореакторе

Оптимальные условия, определенные в экспери- 
ментах в колбах, валидировали в 5-литровом био- 
реакторе Biostat B (Sartorius AG, Германия). Проводи-
ли периодическое культивирование на среде СМ с  
добавлением пеногасителя Antifoam 204 0,03 % об./об.  
и 50%-го раствора глюкозы 0,06 % об./об. Объем по-
севного материла составлял 1 : 10 объема питатель- 
ной среды. Уровень растворенного кислорода под-
держивали на уровне 30 % насыщения воздухом.  
рН среды регулировали в пределах, установленных 
проектным полем, с использованием 50%-го раство- 
ра глюкозы (режим рН-стат). 

В качестве контроля использовали технологию 
культивирования в стандартных для E. coli условиях: 
pH среды – 6,8 ± 0,2, температура культивирования  – 
37  °C, оптическая плотность индукции – 13 ± 2  о.е., 
время индукции – 4 ч, концентрация ИПТГ – 0,5  мМ. 
Все ферментации проводили в трех проворностях. 

Измерение оптической плотности  
культуры

Оптическую плотность культуры измеряли при 
длине волны 600 нм (OD600) на спектрофотометре Na- 
noPhotometer P300 (Implen GmbH, Германия) [35].

Количественное определение  
содержания белка

Для определения концентрации гибридных бел-
ков использовали метод капиллярного гель-электро-
фореза в денатурирующих условиях с помощью си-
стемы для капиллярного электрофореза PA 800 Plus 
(SCIEX LLC, США) [36]. Использовали фотометриче- 
ское прямое детектирование в ультрафиолетовой  
области спектра. В качестве стандарта использовали 
раствор целевых белков с концентрацией 1 мг/мл.

Выделение и гидролиз целевых пептидов

Культуральную жидкость после ферментации  
центрифугировали в течение 20 мин при 8000 об/мин  
на центрифуге Avanti J-HC (Beckman Coulter, Inc.,  
США). Клеточную биомассу гомогенизировали в со- 
отношении 1 : 15 в буферном растворе (0,15 М NaCl, 
0,02 М NaH2PO4, pH 7,4) с помощью гомогенизатора 
высокого давления PandaPLUS 1000 (GEA NIRO SOAVI, 
Италия) при 900 бар. Для удаления белков штамма- 
хозяина использовали металл-хелатную хроматогра-
фию на Ni Seplife® 6FF (Sunresin, Китай). Элюцию про-
водили 0,02  М фосфатным буфером, содержащим  
0,15  М NaCl и 0,5 M имидазола. Элюат концентриро-
вали на кассете Vivaflow 200 (Sartorius AG, Германия) 
с молекулярной массой отсечения 5 кДа. К получен-
ному концентрату добавляли Ulp-протеазу. Гидролиз 
проводили при температуре 20–25 °C в течение 1  ч. 
Раствор после гидролиза анализировали с помощью 
ВЭЖХ-МС для подтверждения подлинности продук-
та. Эффективность стадий очистки оценивали с по- 
мощью электрофореза в денатурирующих условиях  
в 15%-м трицин-полиакриламидном геле [32]. 

Определение подлинности  
методом ВЭЖХ-МС

Для анализа образцов после металл-хелатной  
хроматографии и гидролиза использовали ВЭЖХ-сис- 
тему Aquity с одноквадрупольным масс-спектромет- 
рическим детектором SQ Detector 2 (Waters Corpo-
ration, США). Хроматографию проводили на колон-
ке SunFire C18, 150 × 4,6 мм, с зернением 3,5  мкм (Wa- 
ters Corporation, США). Объем вводимой пробы сос- 
тавил 5  мкл. Фаза А представляла собой смесь «вода  – 
0,1%-я муравьиная кислота», фаза Б – смесь «ацето- 
нитрил – 0,1%-я муравьиная кислота». Разделение  
осуществляли при потоке элюента 900 мкл/мин  
в системе «фаза А – фаза Б» в градиентном ре-
жиме: 0–1  мин – 5 %, 1,0–15,0 мин – 5–50 %, 15,0– 
15,2 мин  – 5–100 %, 15,2–18,0 мин – 100 %, 18,0– 
18,2 мин  – 100–5 %, 18,2–22,0 мин – 5 %. Температура 
колонки составила 40 °C. Тип ионизации масс-детек- 
тора  – распыление в электрическом поле, диапазон  
сканирования – 200–2000 m/z в режиме положитель-
но заряженных ионов. Дополнительно на длинах  
волн 220 и 280 нм записывали ВЭЖХ-УФ-хроматограм-
мы, полученные с помощью диодно-матричного де- 
тектора.

Определение подлинности методом ИФА

В качестве ортогонального метода подтвержде- 
ния подлинности продуктов использовали имму-
ноферментный анализ «ЭпиВак-ЭВК-подлинность»  
(ГНЦ ВБ  «Вектор», Россия). Образцы разводили в  
0,05  М карбонат-бикарбонатном буферном растворе  
до концентрации 1 мг/мл. В лунки стрипа вносили 
20  мкл образца, икубировали в течение 30 мин при 
37  °C и 700 об/мин в термошейкере PST-60HL (Biosan, 
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Латвия). Затем раствор сливали, тщательно встряхи- 
вали. Добавляли 400 мкл фосфатного буферного раст- 
вора, удаляли его по той же схеме. Процедуру по-
вторяли три раза. После этого вносили 100 мкл пер-
вичных антител, инкубировали в течение 30 мин при  
37  °C и 700 об/мин в термошейкере PST-60HL (Biosan, 
Латвия). Лунки три раза промывали фосфатным бу-
ферным раствором, добавляли 100 мкл антител, конъ-
югированных с пероксидазой хрена, инкубировали  
в течение 30 мин при 37 °C и 700 об/мин в термо- 
шейкере PST-60HL (BioSan, Латвия). Далее лунки три 
раза промывали фосфатным буферным раствором, 
добавляли 100 мкл 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина гид- 
рохлорида, инкубировали в течение 15 мин при ком-
натной температуре, добавляли 50 мкл стоп-буфе-
ра, аккуратно перемешивали до появления желтого  
окрашивания. Оптическую плотность определяли на  
планшетном спектрофотометре CLARIOstar (BMG LAB- 
TECH, Германия) при длине волны 450 нм. Если отно- 
шение оптической плотности образца к отрицатель-
ному контролю больше или равно 1, продукт считал- 
ся подлинным.

Программное обеспечение  
и статистическая обработка данных

Для разработки дизайна генетических конструк-
ций использовали программу Vector NTI 11.5 (Invitro-
gen, CША). Дизайн экспериментов, проверка моде-
лей и определение значимости параметров в рамках 
DoE проводили с применением программы MODDE 
(Sartorius AG, Германия). Для построения моделей  
использовали метод поверхностей отклика, для ана-
лиза полученных данных использовали анализ ва-
риаций (ANOVA) и описательную статистику  [33]. 
Для статистической обработки результатов фермен-
тации использовали программу GraphPad Prism 6 
(GraphPad Software, США). Осуществили расчет сред-
него значения и стандартного отклонения, для срав-
нения результатов ферментации в стандартных и 
оптимизированных условиях использовали T-тест. 
ВЭЖХ-МС-хроматограммы анализировали с помощью 
программы UNIDEC 4.4.1 [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Доступно множество стратегий экспрессии для 

производства пептидов. Стоит отметить, что разра- 
ботка рекомбинантных производственных процессов 
является сложной задачей. Микробная ферментация  
с использованием генно-инженерных бактерий ис-
пользуется для производства пептидов размером ме-
нее 5  кДа, однако уровень экспрессии не позволяет  
достичь высоких промышленных титров из-за про- 
теолитической деградации, цитотоксичности и агре-
гации, что ограничивает применение данного подхо-
да. В данном исследовании был предложен подход с 
использованием разработки штаммов и технологии 
культивирования пептидов с различными физико-хи-

мическими свойствами, которые могут быть приме- 
нимы для разработки других пептидов.

В результате данных исследований были полу- 
чены штаммы-продуценты BL21\pF1220, BL21\pF1223. 
Первичный скрининг продуктивности в колбах по- 
казал, что они обеспечивают выход гибридного бел- 
ка в растворимой фракции в концентрации не менее 
2 % от массы влажной биомассы в течение 4 и 20  ч 
после индукции. При этом до индукции биосинтеза 
целевого продукта не наблюдалось, что свидетельст- 
вует об эффективности системы запуска экспрессии. 
С течением времени не наблюдается деградации  
гибридного белка. Было обнаружено, что после ин-
дукции штамм-продуцент BL21\pF1220 прекращает 
рост, что может быть связано с токсичностью продук- 
та для клетки. 

Дополнительно были проведены эксперименты  
по оптимизации условий индукции, которые явля-
ются критическим этапом при максимизации выхо- 
да  [38, 39]. После проведения экспериментов и ана-
лиза данных были получены модели для определе-
ния оптимальных условий индукции штаммов-про-
дуцентов пептидов. Для удельной продуктивности  
значения R2 и Q2 составили 0,93 и 0,81; 0,98 и 0,94  
для штаммов-продуцентов BL21\pF1220, BL21\pF1223 
соответственно. Модели являются приемлемыми.  
Для отклика «концентрация влажной биомассы» зна-
чения R2 и Q2 составили 0,78 и 0,39; 0,90 и 0,73 для 
штаммов-продуцентов пептидов 1, 2 соответственно. 
Данные для BL21\pF1223 показывают, что получен- 
ная модель является приемлемой, и ее рекомендует-
ся использовать для дальнейшей работы. Значение  
Q2 для BL21\pF1220 ниже порогового значения при 
приемлемом уровне R2. Данная модель не рекомен- 
дована для дальнейшего использования. 

На основе результатов исследования были пред-
ложены квадратичные модели, описывающие влия- 
ние изменения факторов на рост клеток и продуктив-
ность (формулы 2–5). 
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где P1, P2 – удельная продуктивность штаммов-проду-
центов 1, 2 пептидов; Y1, Y2 – концентрации влажной 
биомассы штаммов-продуцентов 1, 2 пептидов; Х1  –  
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коэффициент для фактора «время индукции»; Х2  –  
коэффициент для фактора «оптическая плотность  
индукции»; Х3 – коэффициент для фактора «темпера- 
тура культивирования»; Х4 – коэффициент для фак- 
тора «рН питательной среды»; Х5 – коэффициент для 
фактора «концентрация ИПТГ».

Влияние исследуемых параметров  
на продуктивность и рост клеток

Показано, что на продуктивность штаммов-про-
дуцентов оказывают влияние все исследованные  
факторы, кроме концентрации индуктора. В ранних 
исследованиях было установлено, что максимальная 
концентрация ИПТГ увеличивает продуктивность  [40]. 
Однако ряд более поздних исследований показал, 
что высокая концентрация индуктора может негатив-
но повлиять на продуктивность [41]. В нашем иссле- 
довании показано, что взаимодействие факторов  
«температура», «рН среды» и «концентрация индукто-
ра» отрицательно влияет на продуктивность. Это мо-
жет быть связано с тем, что при снижении темпера-
туры оптимальная точка индукции смещается из-за  
увеличения метаболической нагрузки, так как ско-
рость роста клеток уменьшается. Данное явление  
также подтверждает взаимодействие отклика «вре-
мя индукции» и «оптическая плотность» с «темпе-
ратурой». Показано, что чем ниже температура, тем 
меньший диапазон концентраций ИПТГ может быть 
использован. Мы обнаружили, что при 37 °C все  
исследуемые диапазоны концентраций ИПТГ (0,05– 
0,1 мМ) приводят к максимальному выходу продукта. 
При этом было показано, что культивирование при 
высоких температурах не приводит к агрегации гиб- 
ридного белка, что противоречит предыдущим ис- 
следованиям [42, 43]. Это может быть связано с тем, 
что SUMO увеличивает растворимость рекомбинант-
ного белка и вклад пептида в агрегацию нивелируется. 

Фактор «рН среды» взаимодействовал с такими 
факторами, как «температура», «концентрация индук- 
тора», «время индукции». Было показано, что чем  
ниже рН среды, тем ниже удельная скорость роста. 
При культивировании E. coli наиболее часто исполь-
зуемый диапазон рН среды – 6,5–7,5. Наши исследо-
вания показали, что наиболее оптимальным для рос- 
та и биосинтеза является рН 7,5 ± 0,5. Мы предпола-
гаем, что это связано с ослаблением ингибирования 
роста и биосинтеза, вызванного ацетатом, путем ще-
лочного сдвига. Известно, что ацетат отрицательно 
влияет на рост и биосинтез рекомбинантных белков 
E.  coli  [44]. Незначительный щелочной сдвиг может 
уменьшить ацетатный стресс, клетки способны сни-
зить концентрацию внутриклеточного ацетата и, та-
ким образом, снизить токсичность для клетки [45, 46].

Концентрация биомассы должна достигать опре-
деленного значения, чтобы выдерживать метаболи-
ческую нагрузку, вызванную высокими концентра-
циями индуктора. Однако индукция в поздних фа- 
зах экспоненциального роста может оказывать нега-

тивное влияние на накопление целевого продукта, 
поскольку большая часть ресурсов уже ушла на рост. 
Однако следует отметить, что низкая концентра-
ция ИПТГ может привести к низкой продуктивности  
из-за неравномерного распределения ИПТГ в попу-
ляции клеток [41, 47]. Было показано, что оптималь- 
ной является индукция в начале экспоненциальной 
фазы роста (2,7 ± 0,3 о.е.). 

В этом исследовании параметры «концентра-
ция индуктора», «оптическая плотность индукции», 
«время индукции» варьировались, чтобы опреде-
лить уровень метаболической нагрузки, которая  
может быть возложена на клетки. Для факторов «кон-
центрация индуктора» и «оптическая плотность» 
были показаны влияния, описанные выше. Было по-
казано, что время индукции влияет на удельную 
продуктивность и рост клеток. Чем длительнее вре-
мя культивирования, тем выше выход рекомбинант-
ного белка и биомасса. Однако сравнение моделей, 
полученных на момент 4 и 17  ч после индукции, по-
казало незначительное отличие. Возможно, это свя-
зано с тем, что лимитирующим фактором является 
доступность растворенного кислорода и источни-
ка углерода. Было принято решение снять кинетику 
накопления продукта во время валидации модели в 
биореакторах. 

Стоит отметить, что все наблюдаемые эффекты 
имеют низкие коэффициенты для штамма-продуцен- 
та 1 пептида (менее 0,2). Вероятно, данное явление 
связано с тем, что исследуемый продукт является  
токсичным для E. coli и после запуска индукции рост 
клеток останавливается. 

На основании анализа проектных полей для штам-
мов-продуцентов определены следующие условия ин-
дукции: рН – 7,5 ± 0,5, температура культивирования  – 
37  °C, оптическая плотность индукции – 2,7 ± 0,3  о.е., 
концентрация ИПТГ – 0,05–0,1 мМ. Концентрация ин-
дуктора не влияет на удельную продуктивность во 
всех исследуемых диапазонах концентраций и оказы-
вает отрицательное влияние на рост клеток, поэтому  
выбрана низкая концентрация индуктора. Уменьше-
ние концентрации ИПТГ также привлекательно с про-
мышленной точки зрения, поскольку это дорогосто- 
ящее соединение [48, 49], а его высокие концентра- 
ции могут привести к резкому снижению скорости  
роста или к экспрессии некоторых протеаз, что сни- 
жает выход рекомбинантных белков [49].

Валидация условий культивирования  
в биореакторе

Концепция Quality by Design (QbD) в разработ-
ке лекарственных препаратов была одобрена и опи-
сана FDA в 2004 г. В руководствах Международного  
совета по гармонизации (ICH) Q8 «Фармацевтиче-
ская разработка», Q9 «Управление рисками для ка-
чества», Q10 «Фармацевтическая система качества» 
подробно описаны способы достижения качества ле-
карственного препарата и связь между QbD и DoE. 
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В настоящее время DoE является лучшей практикой 
для определения критических параметров процес-
сов и их интенсификации. Одним из ключевых эта- 
пов DoE является валидация полученных моделей  
и оптимальных точек процесса. Валидация моделей 
считается успешной, когда предсказанные значения 
отклика соответствуют экспериментальным данным 
при предложенных оптимальных значениях факто-
ров [33, 50, 51]. 

Культивирование E. coli в колбах используется  
при первоначальном скрининге условий культиви- 
рования и оптимизации среды. Преимущества дан-
ного подхода заключаются в возможности парал-
лельного культивирования, высокой производитель- 
ности и простоте обращения [52]. Однако рост в 
колбах связан с ограничениями, такими как исто-
щение питательных веществ, низкая аэрация и от-
сутствие контроля рН, что ограничивает выход бел-
ка и биомассы  [53]. Таким образом, важной задачей 
при валидации модели является определение нача-
ла экспоненциальной фазы роста в биореакторе и 
возможность масштабирования условий по отклику  
«удельная продуктивность». С учетом кривой роста  
E. coli в биореакторе были предложены три оптиче-
ские плотности индукции, которые могут соответст- 
вовать экспоненциальной фазе роста. Показано, что 
оптимальной является точка индукции 30  о.е. (ри-
сунок 2), соответствующая переходной фазе роста 
культуры, аналогичной точке индукции в колбах. 

Экспериментально полученная продуктивность 
штаммов-продуцентов входит в диапазон предсказан-
ной моделями продуктивности (таблица 1). Следова-

тельно, валидация прошла успешно. Таким образом, 
отклик «удельная продуктивность» воспроизводится  
при проведении культивирования как в колбах, так  
и в биореакторах при прочих равных условиях. Это  
позволяет использовать ее в качестве критерия 
успешности валидации и масштабирования от колб  
до биореактора. Данный факт открывает возможно- 
сти не только для оптимизации условий культиви- 
рования и состава сред, но и для оптимизации усло-
вий индукции в колбах.

Таблица 1. Предсказанная  
и экспериментальная удельная продуктивность

Table 1. Experimental and prediction specific productivity

Продукт
Product

Предсказанная 
продуктивность, 

мг/г
Predicted 

productivity, mg/g

Экспериментальная 
продуктивность, 

мг/г
Experimental 

productivity, mg/g
Пептид 1
Peptide 1

25–30 28,0 ± 3,0

Пептид 2
Peptide 2

25–30 25,0 ± 3,0

В процессе валидации оптимальных условий куль-
тивирования штаммов-продуцентов оценивали ки- 
нетику роста и накопления целевого продукта в про-
цессе индукции в стандартных и оптимизированных 
условиях (рисунки 3 и 4). Исследованные штаммы- 
продуценты достигали точки индукции на третий час 
культивирования (рисунок 3). После внесения индук- 
тора штамм-продуцент BL21\pF1220 демонстрирует 
замедление скорости роста и выход в стационарную 
фазу роста на 6-й час культивирования. Максималь- 
ная продуктивность 2,57 ± 0,09  г/л у штамма-про-
дуцента BL21\pF1220 наблюдается на 3-й час индук-
ции, что соответствует 6-му часу культивирования 
(рисунок 4, А). После индукции у штамма-продуцента 
BL21\pF1223 продолжается экспоненциальная фаза  
роста (рисунок 3, Б). Культура выходит в стационар-
ную фазу роста на 7-й час культивирования. Объем-
ная продуктивность BL21\pF1223 достигает максимума 
4,27 ± 0,36  г/л на 4-й час индукции, что соответствует  
7-му часу культивирования (рисунок 4, Б). 

Выделение и очистка пептидов

После культивирования биомассу центрифугиро-
вали и дезинтегрировали. Исследовали надосадоч- 
ную жидкость и осадок, полученные после дезинте-
грации (рисунок 5). Показано, что 100 % экспресси- 
рованного белка локализовано в растворимой фрак-
ции. Далее надосадочную жидкость подвергали ме-
тал-хелатной хроматографии. Гибридный белок с 
N-конца содержит 6-His, что позволяет эффектив-
но очистить его от белков штамма-хозяина. Фракции  
элюата обогащены гибридным белком пептида, что 
подтверждает возможность использования металл- 
хелатной хроматографии на сорбенте Ni Seplife® 6FF 
для выделения целевого продукта из клеточного ли- 

Рисунок 2. Влияние оптической плотности индукции на 
удельную продуктивность штамма-продуцента BL21\
pF1220. Данные представлены в виде «среднее ± стан-
дартное отклонение (SD)», n = 3

Figure 2. The influence of induction optical density on the 
specific productivity of the BL21\pF1220 producer strain. 
The data are presented as the mean ±SD, n = 3
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зата. Во фракции проскока отсутствует целевой про-
дукт, следовательно, предложенные условия обеспе-
чивают эффективное связывание белка с сорбентом 
(рисунок 5). 

Далее проводили ферментативный гидролиз гиб- 
ридных белков ULP-протеазой. Через 1 ч после добав- 
ления ULP-протеазы наблюдается исчезновение бен-
дов, соответствующих гибридному белку, и появле-

Рисунок 3. Кинетика роста штаммов-продуцентов BL21\pF1220 (А) и BL21\pF1223 (Б) в стандартных и оптимизи- 
рованных условиях. Данные представлены в виде «среднее ± стандартное отклонение (SD)», n = 3

Figure 3. The growth kinetics of BL21\pF1220 (A) and BL21\pF1223 (B) producer strains under standard and optimized 
conditions. The data are presented as the mean ± SD, n = 3

Рисунок 4. Объемная продуктивность штаммов-продуцентов BL21\pF1220 (А) и BL21\pF1223 (Б) в стандартных и  
оптимизированных условиях. Данные представлены в виде «среднее ± стандартное отклонение (SD)», n = 3

Figure 4. Volumetric productivity of producer strains BL21\pF1220 (A) and BL21\pF1223 (B) under standard and optimized 
conditions. The data are presented as the mean ±SD, n = 3
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ние бендов, соответствующих по молекулярной массе 
пептиду и SUMO (см. рисунок 5).

По сравнению с очисткой тандемных повторов, 
предложенной в других исследованиях для получе-
ния пептидов [54, 55], данный подход обеспечивает  
простое, быстрое и масштабируемое разделение 
пептидов. 

Таким образом, сочетание SUMO с пептидом не 
только увеличивает растворимость белка, но и обеспе-
чивает специфическое расщепление белка слияния. 

Подтверждение подлинности  
целевых пептидов

Показано соответствие экспериментальной мо-
лекулярной массы, полученной после гидролиза, тео- 
ретической (таблица 2). 

Дополнительно был проанализирован диапазон 
молекулярных масс, соответствующих молекулярным 
массам гибридного белка, пептида и SUMO, в образ- 
цах после гидролиза. Молекулярные массы, соответст- 
вующие массам гибридных белков, не были обнару-
жены после гидролиза и очистки на металл-хелатных  
хроматограммах (рисунок 6). 

Подлинность пептидов была подтверждена кос-
венным неконкурентным методом ИФА, использо- 
ванным в качестве ортогонального метода.

Таблица 2. Результаты подтверждения  
подлинности пептидов

Table 2. Results of peptide identification

Продукт
Product

Теоретическая  
ММ, Да

Theoretical MM, Da

Экспериментальная 
ММ, Да

Experimental MM, 
Da

Пептид 1
Peptide 1

2959 2960 ± 1

Пептид 2
Peptide 2

2687 2687 ± 1

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе предложена альтернативная и 
эффективная стратегия получения терапевтических 
пептидов с молекулярной массой менее 5 кДа. В ре-
зультате были получены высокоэффективные штам-
мы-продуценты гибридных пептидов BL21\pF1220, 
Bl21\pF1223. Проведена оптимизация условий индук- 
ции, получены и валидированы модели, описыва- 
ющие условия индукции. Предложены оптимальные 
условия индукции: рН – 7,5 ± 0,5, температура куль- 
тивирования – 37  °C, оптическая плотность индук-
ции  – 2,7 ± 0,3, концентрация ИПТГ – 0,05 мМ. Про- 

Рисунок 5. Электрофоретическое разделение в 15%-м трицин-полиакриламидном геле белковых фракций: 
1 – маркер молекулярных масс; 2 – надосодачная жидкость после дезинтеграции; 3 – осадок после дезинтегра- 
ции; 4–8 – фракции проскока после металл-хелатной хроматографии; 9–11 – фракции элюата металл-хелатной  
хроматографии; 12 – элюат после обработки ULP-протеазой. Красной стрелкой выделен целевой пептид, появ- 
ляющийся после гидролиза 

Figure 5. Electrophoretic separation of protein fractions in 15 % tricine-polyacrylamide gel: 
1 – molecular weight marker; 2 – supernatant liquid after biomass disintegration; 3 – precipitate after biomass 
disintegration; 4–8 – slip fractions after metal chelate chromatography; 9–11 – metal chelate chromatography eluate 
fractions; 12 – eluate after treatment with ULP protease. The red arrow highlights the target peptide that appears after 
hydrolysis 
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дуктивность штаммов составила 2,57 ± 0,09 г/л, 4,27 ± 
0,36 г/л для BL21\pF1220, Bl21\pF1223 соответствен-
но. Эффективность технологии, разработанной в дан-
ном исследовании, выше, чем сообщалось в других 
исследованиях  [17–21]. Проведена предварительная 
очистка пептидов и подтверждена их подлинность  
после гидролиза с помощью ВЭЖХ-МС и ИФА. 

Практическая значимость исследования заклю-
чается в том, что данный подход может быть исполь-
зован для получения пептидов с различными физи- 
ко-химическими свойствами в промышленных мас- 
штабах. 
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