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АННОТАЦИЯ 

Инфекционная бурсальная болезнь (ИББ) является одной из наиболее 

важных вирусных болезней молодняка промышленных птиц. В структуре 

вируса инфекционной бурсальной болезни есть четыре основных белка: VP1, 

VP2, VP3, VP4. Белки VP2 и VP3 содержат основные антигенные области 

ответственные за индукцию вируснейтрализующих антител защищающих  

птицу от вируса ИББ. Но доказано, что антитела вырабатываются в ответ не 

на весь белок VP2, а лишь на его фрагменты. В наших предыдущих 

исследованиях данные фрагменты и полноразмерный белок VP2 были 

синтезированы с использованием метилотрофных дрожжей Pichia pastoris. 

В данном исследовании  получены штаммы E. coli, которые 

синтезируют как полноразмерный белок VP2, так и его М-фрагмент. Для 

получения таких штаммов с помощью метода ПЦР были амплифицированы 

последовательности гена VP2 и его фрагмента. Были получены содержащие 

эти последовательности плазмиды pET23a-VP2 и pET23a-MVP2, которыми 

трансформированы клетки штамма бактерий E. coli BL21(DE3)pLysS. 

Данные штаммы были выращены на жидкой среде, после чего проводили 



индукцию синтеза рекомбинантных белков. С помощью метода 

денатурирующего электрофореза в полиакриламидном геле, был 

продемонстрирован синтез в клетках бактерий соответствующих белков 

размером 48 кДа для полноразмерного белка и 15 кДа для его М-фрагмента. 

Таким образом, получены рекомбинантные белки вируса 

инфекционной бурсальной болезни, которые после проверки их 

иммуногенных свойств, будут использованы в качестве антигена в вакцинах 

против данной болезни. 

ВВЕДЕНИЕ 

Инфекционная бурсальная болезнь - это высококонтагиозная и 

иммунодепрессивная болезнь цыплят, которая вызывается РНК-содержащим 

вирусом из семейства Birnaviridae [5]. Его геном состоит из двух сегментов 

(А и В) двухцепочечной РНК, сегмент А кодирует три вирусных белка VP3 

(792-1012 аа), VP4 (513-791 аа) и VP2 (1-512 аа), а сегмент B кодирует 

вирусную полимеразу VP1 [7].  

Для получения субъединичных вакцин в ряде исследований белки 

вируса ИББ были синтезированы с использованием организмов-продуцентов 

[1,3,4,10]. При этом в большинстве случаев используются белки VP2 и VP3, 

которые содержат основные антигенные области ответственные за индукцию 

вируснейтрализующих антител защищающих  птицу от вируса ИББ [6]. В 

ходе подобных исследований было обнаружено, что для обеспечения ответа 

В- и Т-клеток достаточно отдельных антигенных участков белка VP2 [7]. К 

таким участкам относится антигенный сайт в С-концевой части VP2 [6], а 

также два сайта в пределах 145 аминокислотного (аа) фрагмента в 

центральной области VP2 (M-фрагмент) и N-концевой области (18-139 аа) 

белка VP2 [1,8].  

Для синтеза белков вируса ИББ в отдельных исследованиях 

используются разные организмы-продуценты. Ранее для продукции 

секреторного полноразмерного белка VP2 и его центральной области (M-

фрагмента) нами были использованы метилотрофные дрожжи Pichia pastoris 



[3]. В данном исследовании для продукции аналогичных белков 

использовали клетки бактерий Escherichia coli. Дальнейшее сравнение 

эффективности синтеза белков вируса ИББ с использованием разных 

организмов-продуцентов, а также их иммуногенности позволит выбрать 

наиболее эффективную систему для получения субъединичных вакцин.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Штаммы бактерий и условия культивирования. Для наработки 

плазмид использовали штамм бактерий Escherichia coli DH5alpha (генотип: 

F– φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rK–, mK+) phoA 

supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1, Thermo Fisher Scientific, США). Для синтеза 

белков использовали штамм BL21(DE3)pLysS (генотип:  F– ompT gal dcm lon 

hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K–12(λS) 

pLysS(Cam
R
), Евроген, Россия). Для культивирования бактерий использовали 

среду LB: 1% триптон, 0.5% дрожжевой экстракт, 170 мМ NaCl, 2.4% агар 

(если среда твердая). Штаммы E. coli рутинно выращивали в термостате при 

температуре 37°С.  

Для индукции синтеза белка в среду добавляли  изопропил-β-D-1-

тиогалактопиранозид (ИПТГ) в концентрации 100 мМ. Культивирование при 

этом проводили при 30°С. 

Плазмиды. Плазмида pPICZα-VP2 содержит последовательность гена 

оболочечного гликопротеина VP2 от эпизоотического штамма инфекционной 

бурсальной болезни «Синявинский», полученного в компании ООО 

«Кронвет» [1,3]. Для синтеза белков в бактериях E. coli использовали 

плазмиду pET23a (Quiagen, США). 

Молекулярные методы. Обработку фрагментов ДНК эндонуклеазами 

рестрикции AsuNHI (NheI), AspA2I (AvrII), FauNDI (NdeI) и Sfr274I (XhoI), а 

также дефосфорилирование 5’-концов проводили согласно рекомендациям 

фирмы производителя ферментов (Сибэнзим, Россия). Лигирование 

фрагментов ДНК проводили с помощью Т4-лигазы (Евроген, Россия). 

http://sibenzyme.com/product/asunh-i/
http://sibenzyme.com/product/faund-i/
http://sibenzyme.com/product/sfr274-i/


Для проведения ПЦР использовали набор Tersus Plus PCR (Евроген, 

Россия) и следующие параметры: 95°С – 3 минуты, а затем 30 циклов: 95°С - 

30 с, 53°С - 30 с, 72°С - 90 с. В работе были подобраны и использованы 

следующие пары праймеров: 

1. Для полноразмерной последовательности VP2: 

VP2bact-F 5’-ATTACACCTAGGACAAACCTGCAAGATCAAACC-3’ 

VP2bact-R 5’-ATTACTCTCGAGTGCTCCTGCAATCTTCAGG-3’  

2. Для последовательности М-фрагмента: 

MVP2bact-F  5’-ATTACACATATGACTGCAGCCGACGATTA-3’ 

MVP2bact-R  5’-ATTACTCTCGAGTAGTGTGACGGGACG-3’ 

Методы выделения ДНК. Для выделения фрагментов ДНК из 

агарозного геля и реакционных смесей использовали набор Cleanup Standard 

(Евроген, Россия). Плазмидную ДНК из бактериальных клеток выделяли с 

помощью набора Plasmid Miniprep (Евроген. Россия). 

Методы электрофореза. Разделение фрагментов ДНК проводили при 

помощи метода электрофореза в 1% агарозном геле в буфере TAE (40 мМ 

Трис-HCI, 40 мМ уксусной кислоты, 0,5 М этилендиаминтетрауксусной 

килоты (ЭДТА) pH 8.0).  

Для выделения внутриклеточных белков клетки бактерий из 1 мл 

культуры собирали центрифугированием (3000g, 3 мин.). Отбирали среду и 

разводили клетки в 300 мкл буфера для лизиса (100 мМ NaH2PO4, 10 мМ 

Трис-HCl, 8М мочевина, рН 8.0). В пробы добавляли 0,3 г стеклянных 

шариков (d=0,5 мм) и перемешивали их на вортексе в течение 10 мин. После 

центрифугирования (12000g, 10 мин.) отбирали надосадочную жидкость, 

содержащую белки. Разделение белков проводили при помощи метода 

денатурирующего электрофореза в 15% полиакриламидном геле согласно 

методике Остермана Л.А. [2]. 

Ожидаемые размеры синтезируемых белков рассчитывали с помощью 

сервера [9]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 



На первом этапе работы были получены плазмиды pET23a-VP2 и 

pET23a-MVP2, содержащие полноразмерную последовательность гена 

оболочечного гликопротеина VP2 и использованную нами ранее 

последовательность М-фрагмента [3].  

Полноразмерная последовательность гена VP2 была амплифицирована 

с помощью метода ПЦР с праймерами  VP2bact-F и VP2bact-R. В качестве 

матрицы использовали плазмиду pPICZα-VP2. Полученный фрагмент 

обрабатывали последовательно рестриктазами AspA2I (AvrII) и Sfr274I 

(XhoI). Плазмиду pET23a обрабатывали рестриктазами AsuNHI (NheI) и 

Sfr274I (XhoI), а затем проводили дефосфорилирование 5’-концов. После 

проведения электрофореза полученные фрагменты очищали из агарозного 

геля и лигировали. 

Последовательность, соответствующая М-фрагменту гена VP2, была 

амплифицирована с помощью метода ПЦР с праймерами  MVP2bact-F и 

MVP2bact-R. В качестве матрицы использовали плазмиду pPICZα-VP2. 

Полученный фрагмент обрабатывали последовательно рестриктазами 

FauNDI (NdeI) и Sfr274I (XhoI). Плазмиду pET23a обрабатывали 

рестриктазами FauNDI (NdeI) и Sfr274I (XhoI), а затем проводили 

дефосфорилирование 5’-концов. После проведения электрофореза 

полученные фрагменты очищали из агарозного геля и лигировали. 

 Лигазными смесями трансформировали клетки штамма E. coli 

DH5alpha и отбирали трансформантов на среде с ампициллином. Из клеток 

полученных трансформантов выделяли плазмидную ДНК и проверяли еѐ с 

помощью метода ПЦР и рестрикционного анализа. 

Таким образом, была получена плазмида pET23a-VP2, содержащая 

полноразмерную последовательность гена VP2, а также плазмида pET23a-

MVP2 содержащая последовательность его М-фрагмента. 

Последовательности находятся под контролем промотора полимеразы Т7. 

Поэтому плазмидами трансформировали клетки штамма E. coli 

BL21(DE3)pLysS. Данный штамм содержит кассету экспрессии, 

http://sibenzyme.com/product/sfr274-i/
http://sibenzyme.com/product/asunh-i/
http://sibenzyme.com/product/sfr274-i/
http://sibenzyme.com/product/faund-i/
http://sibenzyme.com/product/sfr274-i/
http://sibenzyme.com/product/faund-i/
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обеспечивающую регулируемый синтез РНК-полимеразы Т7, которая в свою 

очередь обеспечивает транскрипцию последовательностей гена VP2 и его М-

фрагмента в составе плазмид рET23a-VP2 и pET23a-MVP2. 

Для анализа синтеза рекомбинантных белков полученных 

трансформантов культивировали в 20 мл жидкой среды LB с добавлением 

ампициллина в течение 12 часов. Затем добавляли в среду индуктор ИПТГ и 

культивировали клетки ещѐ 12 часов. В контрольные пробы ИПТГ не 

добавляли. Клетки собирали из 1 мл среды центрифугированием, лизировали 

и раствор внутриклеточных белков анализировали с помощью 

денатурирующего электрофореза в полиакриламидном геле (рис. 1). 

 

Рисунок 1. Электрофореграммы внутриклеточных белков штаммов бактерий E. 

coli, синтезирующих А. полноразмерный белок VP2 (48 кДа) и Б. М-фрагмент белка VP2 

(15 кДа). Дорожки «К» соответствуют контрольным пробам, инкубировавшимся без 

добавления ИПТГ, индуцирующего синтез белка. Дорожки «ИПТГ» соответствуют 

пробам, инкубировавшимся с добавлением ИПТГ. Дорожки «М» соответствуют маркерам 

размеров белков. 

 

Было показано, что полученные в работе на основе штамма E. coli 

BL21(DE3)pLysS бактериальные трансформанты синтезируют 

рекомбинантные белки ожидаемого размера (48 кДа для полноразмерного 

белка VP2 и 15 кДа для М-фрагмента).  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Вирулентные штаммы вируса ИББ вызывают высокую смертность 

промышленной птицы, а также иммуносупрессию, что приводит к 



экономическим потерям. Поэтому вакцинация промышленной птицы против 

инфекционной бурсальной болезни необходима и является общепринятой 

практикой в Российской Федерации. Массовое производство живых и 

инактивированных вакцин против ИББ часто требует больших затрат, так как 

для размножения вируса при их производстве требуется цыплята и куриные 

эмбрионы. Следовательно, альтернативные методы производства вакцин с 

использованием различных систем экспрессии могут иметь положительный 

эффект как в плане благополучия птицеводческих хозяйств, так и в плане 

затрат на производство вакцин. В предыдущих наших исследованиях были 

получены штаммы метилотрофных дрожжей Pichia pastoris, синтезирующие 

рекомбинантный белок VP2 вируса ИББ и его фрагменты [1,3].  

В данной работе получены плазмиды pET23a-VP2 и pET23a-MVP2, 

которыми был трансформирован штамм бактерий E. coli BL21(DE3)pLysS. 

Было показано (рис.1), что полученные трансформанты эффективно 

синтезируют белки ожидаемого размера,  а именно 48 кДа для 

полноразмерного белка VP2 и 15 кДа для М-фрагмента.  

Дальнейшие исследования данных белков на антигенную активность и 

сравнение их с уже синтезированными белками позволит выбрать наиболее 

иммуногенный вариант для производства рекомбинантных вакцин против 

инфекционной бурсальной болезни. 

Работа выполнена при поддержке гранта СПбГУ № 75428571 

«Создание нового поколения вакцинных препаратов для птиц на основе 

рекомбинантных антигенов и адъювантов – иммуностимуляторов». 
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"RECOMBINANT PROTEIN SYNTHESIS OF INFECTIOUS BURSAL 

DISEASE VIRUS IN A BACTERIAL SYSTEM" 

SUMMARY 

Infectious bursal disease (IBD) is one of the most important viral diseases of 

young industrial birds. There are four main proteins in the structure of Infectious 

Bursal Disease virus: VP1, VP2, VP3, VP4. VP2 and VP3 contain the main 

antigenic regions responsible for the induction of viral neutralizing antibodies 

protecting poultry against IBD virus. But it is proved that antibodies are not 

produced in response to the whole VP2 protein, but only to its fragments. In our 

previous studies, these fragments and the full-length VP2 protein were synthesized 

using the methylotrophic yeast Pichia pastoris. 

In this study, we obtained strains of E. coli that synthesize both the full-

length VP2 protein and its M-fragment. To obtain such strains, the sequences of 

the VP2 gene and its fragment were amplified using PCR. Plasmids pET23a-VP2 

and pET23a-MVP2 containing these sequences were obtained and transformed into 

E. coli strain BL21(DE3)pLysS cells. These strains were grown on liquid medium, 

followed by induction of recombinant protein synthesis. Using the method of 

denaturing electrophoresis in polyacrylamide gel, the synthesis of the 



corresponding proteins of 48 kDa for the full-length protein and 15 kDa for its M-

fragment was demonstrated in the bacterial cells. 

Thus, recombinant proteins of infectious bursal disease virus were obtained, 

which, after testing their immunogenic properties, will be used as an antigen in 

vaccines against this disease. 
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