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АБСТРАКТ 

Listeria monocytogenes является значимым пищевым патогеном, характеризующийся внутриклеточным жизнен-
ным циклом, выраженными адаптационными механизмами и широким спектром факторов вирулентности. Целью 
исследования явилось получение рекомбинантного антигена р60 L. monocytogenes из изолятов, циркулирующих на 
территории Республики Казахстан. С использованием технологии рекомбинантной ДНК получен штамм-продуцент 
Escherichia coli ArcticExpress(DE3)/Lmp60, обеспечивающий экспрессию белка с молекулярной массой 50,3 кДа. Спец-
ифичность рекомбинантного антигена р60 подтверждена методами ИФА и иммуноблотинга. Полученные результаты 
подтверждают диагностическую значимость белка р60 L. monocytogenes как целевого антигена для разработки высо-
коспецифичной иммуноферментной тест-системы, направленной на ускоренную идентификацию L. monocytogenes в 
пищевых продуктах. 
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ВВЕДЕНИЕ

Листериоз – инфекционное заболевание человека и 
животных сапрозоонозного характера, возбудителем кото-
рого является Listeria monocytogenes. Основным источни-
ком и резервуаром возбудителя инфекции признаны объ-
екты внешней среды и природные субстраты. Заражение 
человека листериозом происходит алиментарно - при упо-
треблении продуктов питания, не прошедших термиче-
скую обработку. Листериоз относится к числу наиболее 
опасных пищевых токсикоинфекций с высокой степе-
нью летальности до 20-40%. Увеличение заболеваемо-
сти листериозом связано с длительным хранением пище-
вых продуктов при низкой температуре, что способствует 
размножению в них листерий при первично слабой кон-
таминации ими [1-3]. Распространению L. monocytogenes 
через пищевые продукты способствует устойчивость к 
неблагоприятным условиям окружающей среды: высо-
кая концентрация соли, широкий температурный диапа-
зон (1°C-45°C), низкий уровень pH и кислорода желудоч-
но-кишечного тракта человека. Благодаря образованию 
биопленок и осмоадаптации, L.monocytogenes также 
устойчивы к высушиванию и дезинфицирующим агентам. 
В связи со всем вышеперечисленным, L.monocytogenes 
могут легко размножаться на любых поверхностях, по-
вышая вероятность вспышек листериоза за счет загряз-
ненных пищевых продуктов [4].

Листерия – уникальный патоген, поскольку имеет вну-
триклеточный жизненный цикл и характеризуется высо-
кими адаптационными свойствами [5]. В патогенезе ин-
фекции важное значение имеют факторы патогенности 
L.monocytogenes, обеспечивающие их незавершённый 
фагоцитоз, внутриклеточный паразитизм, высокую ско-
рость инфицирования клеток, формирование антибиоти-
корезистентности [6,7]. Исследованиями биологии и ге-
нетики вирулентности возбудителя листериоза определен 
набор биологически активных молекул и поверхностных 
белков клеточной стенки патогенных листерии - листе-
риолизин О, фосфолипаза С, лецитиназа, металлопроте-

иназа, интерналин , белки ActA и PrfA. Эти факторы па-
тогенности листерии позволяют им активно проникать 
и размножаться не только в фагоцитах, но и эндотели-
альных и эпителиальных клетках человека и животных 
[4,5,9,10]. В связи с особой патогенностью для человека 
методы диагностики направлены на ускоренную иден-
тификацию L.monocytogenes в пищевом сырье и продук-
тах питания. Быстрое обнаружение и идентификация L. 
monocytogenes в образцах продуктов питания или объек-
тах внешней среды обеспечит надлежащую стратегию 
контроля и потенциально сократить вспышки листериоза . 

Традиционные бактериологические методы диагно-
стики листериоза и обнаружения L.monocytogenes в пи-
щевых продуктах включают предварительное обогаще-
ние, селективное обогащение и этапы изоляции, которые 
требуют много времени и труда. Большинство методов 
обнаружения требуют предварительного обогащения для 
увеличения концентрации патогена до обнаруживаемых 
уровней 104-105 КОЕ/мл [8, 11,12]. В качестве альтерна-
тивы этим проблемам были разработаны многие методы, 
основанные на детекции бактериальных нуклеиновых 
кислот, такие как полимеразная цепная реакция (ПЦР) и 
гибридизация ДНК. Хотя эти молекулярные методы обла-
дают высокой чувствительностью, они дорогостоящие и 
требуют специальной технической подготовки и оборудо-
вания [4,8,11]. Методы ПЦР подвержены влиянию инги-
биторов и не могут различать жизнеспособные и мертвые 
клетки. Жизнеспособные клетки могут распознаваться с 
помощью ПЦР, если только в качестве мишени использу-
ется РНК или клетки были обработаны пропидием моно-
азидом перед анализом, что является дополнительными 
трудоемкими этапами диагностики.

Длительность и трудоемкость бактериологического 
исследования на селективных средах с последующей 
идентификацией биотипов и серотипов, дороговизна ПЦР 
анализов обуславливают значимость иммунологических 
методов выявления L.monocytogenes. Иммунологические 
методы (иммуноферментный анализ (ИФА), иммуно-
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сенсоры, иммунохроматографический анализ) являются 
альтернативой из-за их низкой стоимости, высокой чув-
ствительности и специфичности, а также простоты интер-
претации данных. Современные методы иммуноанализа 
позволяют обнаруживать от 103 до 105 КОЕ/мл цельных 
бактериальных клеток, при этом предел чувствительности 
рекомбинантных антигенов достигает уровня нанограмм 
белка на миллилитр [4,8,11,12]. Иммунологические ме-
тоды разрабатываются с использованием поликлональных 
и моноклональных антител, произведённых против раз-
личных целевых антигенов L.monocytogenes. Однако не-
которые методы демонстрируют низкую специфичность 
из-за высокого генетического разнообразия среди штам-
мов L.monocytogenes. Более того, экспрессия антигенов 
листерии может значительно зависеть от обогащающих 
сред или условий роста, используемых для культивиро-
вания бактерий, а также от стресса, вызванного кислотой, 
солью и температурой перед иммунологическим опреде-
лением. Жизненно важные целевые белки должны быть 
связаны с поверхностью клеток и экспрессироваться 
всеми серотипами L.monocytogenes [4,8,12].

Одним из таких целевых белков является фактор ви-
рулентности L.monocytogenes - внеклеточный белок p60, 
вовлеченный в инвазию клеток млекопитающих. Высоко-
консервативный антиген p60, экспрессируемый всеми ви-
дами бактерий рода Listeria (сходство составляет 80-90%), 
представляет собой наружный белок клеточной стенки, 
участвующий в процессе инвазии клеток млекопитающих. 
Инвазионно-ассоциированный белок p60, кодируемый ге-
ном iap, рассматривается как фермент муреингидролаза, 
способный расщеплять пептидогликан клеточной стенки 
Listeria, что способствует проникновению бактерии в эу-
кариотическую клетку-хозяина. Этот белок играет клю-
чевую роль как фактор вирулентности L.monocytogenes 
[2,4,6,7, 9, 10]. Участвуя в клеточном делении, белок р60 
секретируется в больших количествах в межклеточную 
среду, что обуславливает его высокую диагностическую 
ценность как идеального индикаторного белка для обна-
ружения L.monocytogenes в зараженных пищевых продук-
тах. [13-16].

Целью данной работы является получение рекомби-
нантного антигена p60 L.monocytogenes с помощью техно-
логии рекомбинантной ДНК из изолятов, циркулирующих 
в Республике Казахстан, для разработки отечественной 
иммуноферментной тест-системы на основе поликлональ-
ных и моноклональных антител, обеспечивающей безо-
пасность пищевых продуктов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Среды
В ходе эксперимента использовали два вида среды LB 

для культивирования клеток E. coli: стандартная солевая 
(1% триптона, 0,5% дрожжевого экстракта, 1% NaCl) и 
сниженная солевая (1% триптона, 0,5% дрожжевого экс-
тракта, 0,5% NaCl). Для инкубации трансформирован-
ных клеток использовали среду SOC (2% триптона, 0,5% 
дрожжевого экстракта, 0,05% NaCl, 2,5 мМ KCl, 20 мМ 
MgSO4, 20 мМ глюкозы, pH7,5) с добавлением ампицил-
лина в концентрации 100 мкг/мл.

Реактивы

В ходе исследования применялись реактивы от веду-
щих производителей: Sigma-Aldrich, AppliChem, все с ка-
тегорией чистоты «Для молекулярной биологии». Фер-
менты рестрикции и Т4 ДНК-лигаза были производства 
компанией Thermo Scientific.

Приготовление хемокомпетентных клеток
Для приготовления хемокомпетентных клеток DH5α 

использован следующий протокол: культуру высевали на 
твердую питательную среду и культивировали в суховоз-
душном термостате при температуре +37°C в течение 16 
часов до образования отдельных колоний. Затем отдель-
ную колонию культивировали в среде LB при температуре 
+18°C в объеме 200 мл в течение 20 часов до достижения 
оптической плотности OD600=0,6. Собранные центрифу-
гированием клетки отмывали буфером СС (10 мМ Hepes, 
15 мМ CaCl2, 55 мМ MnCl24•H2O, 250 мМ KCl, рН 6,7). К 
ресуспендированной культуре в объеме 7,44 мл добавляли 
0,56 мл диметилсульфоксида. Клетки аликвотировали по 
50 мкл в пробирках объемом 1,5 мл и замораживали на 
жидком азоте. Пробирки с хемокомпетентными клетками 
хранили при температуре -80°C. Эффективность транс-
формации составляла не ниже 1 × 105 КОЕ/мкг.

Трансформация методом теплового шока
Процедура трансформации включала добавление 100 

нг плазмидной ДНК в 50 мкл клеточной суспензии хе-
мокомпетентных клеток, с последующей инкубацией на 
льду в течение 30 минут. После этого клетки подвергали 
температурному шоку при +42°C в водяной бане в тече-
ние 60 секунд, с последующим охлаждением на льду в те-
чение 2 минут. Далее к смеси добавляли 950 мкл среды 
SOC и инкубировали в термостатируемом шейкере при 
+37°C с встряхиванием 180 об/мин в течение 1 часа без 
антибиотика. После этого культуру высевали на твердую 
питательную среду с соответствующим антибиотиком в 
рабочей концентрации для селекции и выдерживали в су-
ховоздушном термостате при температуре +37°C в тече-
ние 16 часов до появления выраженных колоний.

ПЦР-скрининг
Для выполнения ПЦР-скрининга отбирали колонию, 

погружали его в смесь для ПЦР, а затем в 5 мл LB-среды с 
соответствующим антибиотиком. Компоненты ПЦР-смеси 
включали 0,4 мкМ прямого и обратного праймеров, дНТФ 
микс (0,2 мМ каждого), 1х Taq буфер, 2 мМ MgCl2, 5 ед. 
Taq ДНК-полимеразы, а также образец изъятой колонии. 
Температурный режим ПЦР-скрининга включал следую-
щие этапы: нагрев до +95°C – 5 минут; 30 циклов: +95°C 
– 1 минут, +55°C – 1 минут, +72°C – 1 минут; завершаю-
щий этап при +72°C – 10 минут; окончание при +4°C – 
30 минут.

Выделение плазмидной ДНК
Экстракцию плазмидной ДНК выполняли с использо-

ванием набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit от Thermo 
Fisher Scientific в соответствии с указаниями производи-
теля. Процесс включал следующие изменения: так как 
применяемые в работе векторы из серии pET представ-
ляют собой высококопийные плазмиды, использовали 5 
мл насыщенной культуры, выращенной в течение 15-18 
часов. Культуру с плазмидной ДНК доводили до плотно-
сти OD600=1,2-1,5. Время инкубации колонок с элюиру-
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ющим буфером было увеличено с 1 минуты до 5 минут, а 
элюцию ДНК осуществляли в два этапа для сбора остав-
шееся фракции плазмиды.

Очистка ДНК после проведения ПЦР
Для очистки амплифицированного продукта ПЦР, воду 

добавляли к смеси ПЦР до объема 100 мкл. Затем в эту 
смесь добавляли 100 мкл хлороформа. Получившуюся 
однородную суспензию тщательно перемешивали и цен-
трифугировали при 10000 об/мин в течение 5 минут при 
комнатной температуре. После этого отбирали водную 
фазу смеси, смешивали ее с 1/10 объема 3 М CH3COONa 
(pH=5.2) и добавляли 3 объема 96% этанола. Полученную 
смесь инкубировали при температуре -20°С в течение 20 
минут. Очищение осуществляли центрифугированием при 
13200 об/мин в течение 30 минут при +4°С. После удале-
ния надосадочной жидкости осадок промывали 96% эта-
нолом в объеме 200 мкл и повторно осаждали центри-
фугированием при 13200 об/мин в течение 5 минут при 
+4°С. Очищенная таким образом ДНК ресуспендирова-
лась в необходимом объеме деионизированной воды.

Электрофорез в агарозном геле
Для приготовления агарозного геля взвешивали 1 г 

агарозы, добавляли буферный раствор TAE до объема 100 
мл. Раствор агарозы доводили до кипения, затем остужали 
до температуры +50°C-+60°C. В раствор добавляли 1 мкл 
бромистого этидия концентрацией 10 мг/мл (окончатель-
ная концентрация 0,1 мг/мл), тщательно перемешивали и 
заливали в форму для геля.

Секвенирование 
Определение нуклеотидной последовательности 

было выполнено методом Сэнгера с применением набора 
«BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit» и следу-
ющего протокола:

Генетическая конструкция: 5 мкл (100 нг/мкл); прай-
мер прямой (концентрация 3,2 мкМ): 2 мкл; праймер об-
ратный (концентрация 3,2 мкМ): 2 мкл; Terminator Ready 
Reaction Mix: 1,5 мкл; реакционный буфер 5x: 3,5 мкл; 
безнуклеазная вода: 6 мкл.

Режимы амплификации: +96°C: 1 мин; +96°C: 10 сек; 
+55°C: 5 сек; +60°C: 4 мин; 25 циклов, +10°C. Очистку ре-
акционной смеси проводили ацетатно-спиртовой смесью. 
Разделение фрагментов гена осуществляли с использова-
нием автоматического секвенатора ABI 3730xl (Applied 
Biosystems, США). Анализ хроматограмм и сравнение их 
с референсной последовательностью проводились с ис-
пользованием программного обеспечения Vector NTI 11.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Создание генно-инженерной конструкции рLmp60, 
содержащей ген p60 L.monocytogenes

В ходе BLAST-анализа была определена нуклеотид-
ная последовательность гена iap, кодирующего антиген 
p60 Listeria monocytogenes:

Нуклеотидная последовательность гена p60 из Listeria 
monocytogenes

atgaaaaaagcaactatcgcggctacagctgggattgcggtaacagcatttgct
gcgccaacaatcgcatccgcaagcactgtagtagtcgaagctggtgatactctttggg
gtatcgcacaaagtaaagggactactgttgacgcaattaaaaaagcaaacaatttaac

aacagataaaatcgtaccaggtcaaaaattacaagtaaataatgaggttgctgctgctg
aaaaaacagagaaatctgttagcgcaacttggttaaacgtccgtagtggcgctggtgt
tgataacagtattattacgtccatcaaaggtggaacaaaagtaactgttgaaacaaccg
aatctaacggctggcacaaaattacttacaacgatggaaaaactggtttcgttaacggt
aaatacttaactgacaaagcagtaagcactccagttgcaccaacacaagaagtgaaa
aaagaaactactactcaacaagctgcacctgctgcagaaacaaaaactgaagtaaaa
caaactacacaagcaactacacctgcgcctaaagtagcagaaacgaaagaaactcc
agtagtagatcaaaatgctactacacacgctgttaaaagcggtgacactatttgggctt
tatccgtaaaatacggtgtttctgttcaagacattatgtcatggaataatttatcttcttcttc
tatttatgtaggtcaaaagcttgctattaaacaaactgctaacacagctactccaaaagc
agaagtgaaaacggaagctccagcagctgaaaaacaagcagctccagtagttaaag
aaaatactaacacaaatactgctactacagagaaaaaagaaacagcaacgcaacaac
aaacagcacctaaagcaccaacagaagctgcaaaaccagctcctgcaccatctaca
aacacaaatgctaataaaacaaatacaaatacaaatacaaatacaaatacaaacaata
ctaatacaaatacaccatctaaaaatactaatacaaactcaaatactaatacgaatacaa
actcaaatacgaatgctaatcaaggttcttccaacaataacagcaattcaagtgcaagt
gctattattgctgaagctcaaaaacaccttggaaaagcttattcatggggtggtaacgg
accaactacatttgattgctctggttacactaaatatgtatttgctaaagcgggaatctcc
cttccacgtacttctggcgcacaatacgctagcactacaagaatctctgaatctcaagc
aaaacctggtgatttagtattctttgactatggtagcggaatttctcacgttggtatctacg
ttggtaatggtcaaatgattaacgcgcaagacaatggcgttaaatacgataacatccac
ggctctggctggggtaaatatctagttggcttcggtcgcgtataa

Ген p60, лишённый N-концевого сигнального до-
мена, амплифицировали из геномной ДНК двух изолятов 
L.monocytogenes, выделенных на территории Республики 
Казахстан, с использованием праймеров Fw-Nde-Lmp60 
(5’ CGCATATGAGCACTGTAGTAGTC 3’), Rv-BamHI-
Lmp60 (5’ ATGGATCCTTATACGCGACCGAAG 3’) (ри-
сунок 1).

Полученный ПЦР-продукт, амплифицированный из 
изолята 5, был клонирован в промежуточную плазмиду 
pJET1.2. Методом температурного шока полученной ли-
газной смесью были трансформированы хемокомпетент-
ные клетки E.coli DH5.

Для выявления плазмиды с встроенным геном p60 
был проведен ПЦР-скрининг трансформированных ко-
лоний. У клонов, содержащих плазмиду pJET1.2, ампли-
фицировались ПЦР продукты длиной 118 п.о. (фрагмент 
плазмиды, окаймляемый праймерами Fw-, Rv-pJET1.2). 
У клонов, содержащих плазмиду pJET1.2/Lpm60, ампли-

Рисунок 1. ПЦР-амплификация гена p60 Listeria 
monocytogenes из геномной ДНК (градиент температур отжига 

праймеров)
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фицировались ПЦР продукты длиной 1567 п.о.: фрагмент 
плазмиды, окаймляемый праймерами Fw-, Rv-pJET1.2 
(118 п.о.) и длина гена p60 (1449 п.о.).

Нуклеотидная последовательность гена-вставки в по-
лученной плазмиде была проверена на отсутствие ка-
ких-либо мутаций с помощью секвенирования по методу 
Сэнгера. Полученную нуклеотидную последовательность 
сравнивали с последовательностью из базы данных NCBI 
GenBank (ID: CP023861.1, диапазон: 618931-620379).

Из полученной промежуточной плазмиды pJET1.2/
Lpm60 был амплифицирован ген p60 с сайтами рестрикции 
NdeI и BamHI с использованием олигонуклеотидов Fw-
Lmp60NdeI (5’-ATGAAAAAAGCAACTATCGCGG-3’) и 
Rv-Lmp60BamHI (5’-TTATACGCGACCGAAGCCAAC-3’) 
(рисунок 2).

Длина ПЦР-продукта составила 1390 п.о.: из них 1374 
п.о. длина гена, 16 п.о. довески с сайтами рестрикции 
NdeI, BamHI (рис.2). Ген Lmp60 протяженностью 1374 
пар нуклеотидов был клонирован в составе вектора pET-
28c(+) по сайтам NdeI и BamHI. Лигазной смесью (ген-
вставка p60_cut и вектор pET28c(+), гидролизированные 
рестриктазами NdeI и BamHI) трансформировали хемо-
компетентные клетки E.coli DH5. 

У клонов, содержащих плазмиду pET28c(+), ампли-
фицировались ПЦР продукты длиной 317 п.о. (фрагмент 
плазмиды, окаймляемый праймерами Fw-, Rv-T7). У кло-
нов, содержащих плазмиду pET28c(+)/Lpm60, амплифи-
цировались ПЦР продукты длиной 1766 п.о.: фрагмент 
плазмиды, окаймляемый праймерами Fw-, Rv-T7 (317 
п.о.) и длина гена p60 (1449 п.о.). Нуклеотидная после-
довательность гена-вставки в полученной плазмиде была 
проверена на отсутствие каких-либо мутаций с помощью 
секвенирования по методу Сэнгера. Таким образом, была 
получена экспрессирующая генетическая конструкция 
pET28c(+)/Lmp60. Ген Lmp60 из L. monocytogenes нахо-
дится под контролем высокопродуктивного Т7-промотора 
(рисунок 3).

Полученная генно-инженерная конструкция pLmp60 
является бактериальным экспрессионным плазмидным 
вектором с геном p60 L. monocytogenes, встроенного под 
контроль промотора РНК полимеразы бактериофага Т7. 

В качестве селективного маркера вектор pLmp60 содер-
жит ген kn, обеспечивающий устойчивость клеток E. coli 
к антибиотику канамицину. Ген p60 был клонирован та-
ким образом, чтобы целевой белок не имел сигнального 
пептида на N-конце для предотвращения секреции белка 
рекомбинантным штаммом во внешнюю среду.

Генетическая конструкция позволяет получить белок 
Lmp60 длиной в 478 аминокислотных остатка: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSTVVVEAGDTLW
GIAQSKGTTVDAIKKANNLTTDKIVPGQKLQVNNEVA
AAEKTEKSVSATWLNVRSGAGVDNSIITSIKGGTKVT
VETTESNGWHKITYNDGKTGFVNGKYLTDKAVSTPV
APTQEVKKETTTQQAAPAAETKTEVKQTTQATTPAPK
VAETKETPVVDQNATTHAVKSGDTIWALSVKYGVSVQ
DIMSWNNLSSSSIYVGQKLAIKQTANTATPKAEVKTEA
PAAEKQAAPVVKENTNTNTATTEKKETATQQQTAPKA
PTEAAKPAPAPSTNTNANKTNTNTNTNTNTNNTNTNT
PSKNTNTNSNTNTNTNSNTNANQGSSNNNSNSSASAII
AEAQKHLGKAYSWGGNGPTTFDCSGYTKYVFAKAGIS
LPRTSGAQYASTTRISESQAKPGDLVFFDYGSGISHVGI
YVGNGQMINAQDNGVKYDNIHGSGWGKYLVGFGRV.

Расчетная молекулярная масса белка Lmp60 состав-
ляет 50,3 кДа.

С о з д а н и е  ш т а м м а - п р од у ц е н т а  E .  c o l i 
ArcticExpress(DE3)/Lmp60 и выделение рекомбинант-
ного антигена p60 L. monocytogenes

В качестве хозяйской бактерии использовался штамм 
E. coli ArcticExpress(DE3), являющийся производным от 
E. coli BL-21. Клетки штамма E. coli ArcticExpress(DE3) 
не содержат протеазы Lon и OmpT, что предотвращает 
расщепление рекомбинантного белка. Кроме того, в клет-
ках штамма ArcticExpress конститутивно экспрессируются 
шаперонины Cpn10 и Cpn60 Oleispira antarctica, которые 
способствуют правильному сворачиванию рекомбинант-
ного белка. В хромосому штамма интегрирована кассета, 
в которой Т7 РНК-полимераза экспрессируется из промо-
тора lacUV5. Индукция экспрессии Т7 РНК-полимеразы 
с помощью ИПТГ приводит к экспрессии рекомбинант-
ного белка, управляемого Т7-промотором.

Полученной плазмидой pET28c(+)/Lmp60 методом 
электропорации трансформировали экспрессирующий 

Рисунок 2. ПЦР-продукт фрагмента гена p60 
L. monocytogenes

Рисунок 3. Генетическая конструкция pET28c(+)/
Lmp60
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штамм E.coli Arctic Express (DE3).Отбор трансформан-
тов проводили на твердой агаризованной среде с канами-
цином в качестве селективного маркера.

Для выделения рекомбинантного антигена p60 
L.monocytogenes единичную колонию штамма Arctic 
Express (DE3)/ pET28c(+)/Lmp60 инокулировали в LB-
среде с канамицином (50 мкг/мл). При OD600=0.6 инду-
цировали культуру с помощью 0,5 мМ ИПТГ. Культуру 
инкубировали в течение 16 часов, при +22°C и встряхи-
вании 100 об/мин. Ночную культуру собирали центрифу-
гированием при +4°C, 6000×g в течение 7 минут. Осадок 
ресуспендировали в буфере (150 мМ NaCl, 20 мМ Tris-
HCl pH 8.0) с добавлением коктейля ингибиторов протеаз 
(Roche Diagnostics). Клетки лизировали с помощью лизо-
цима (3 мг/мл) при +22°C в течение 20 минут, затем сони-
кировали на частоте 50 кГц. Центрифугировали лизат при 
+4°C, 18 000×g в течение 60 минут. В осветленном лизате 
концентрацию NaCl довели до 500 мМ. Белок очищали с 
помощью колонки HisTrap HP (Cytiva) методом аффин-
ной хроматографии с иммобилизованными ионами Ni2+. 
Белок фракционировали в линейном градиенте имидазола 
от 50 мМ до 500 мМ. Гомогенность полученных фракций 
проверяли разделением в 12% ПААГ-ДСН (рисунок 4).

В результате был получен очищенный рекомбинант-
ный белок p60 L. monocytogenes с 98% электрофоретиче-
ской чистотой. 

Кандидатный белок верифицирован жидкостной хро-
матографией в сочетании с масс-спектрометрией. По-
лучен высокий показатель идентификации пептидов 
выделенного белка – 16951, указывающий на их принад-
лежность белку – p60 L. monocytogenes в базе данных 
Swiss –Prot (алгоритм Mascot).

Штамм депонирован в депозитарии ТОО «Республи-
канская коллекция микроорганизмов», регистрационный 
номер депонированного объекта B-RKM 1182. Исследо-
вания по определению безопасности штамма показали, 
что штамм E.coli ArcticExpress(DE3)/Lmp60 относится к 

III классу опасности.
Определение специфичности рекомбинантного ан-

тигена р60
Определение специфичности рекомбинантного анти-

гена р60 проводили иммуноферментным анализом с ис-
пользованием специфической поликлональной листери-
озной сыворотки. Поликлональную сыворотку получали 
путем иммунизации кроликов вакцинным штаммом L. 
monocytogenes АУФ. Для иммунизации кроликов вак-
цину разводили стерильным физиологическим раство-
ром до концентрации 5 млрд микробных клеток/см3. Вак-
цину вводили внутримышечно двукратно с интервалом 10 
дней в объеме 0,5 мл.

Иммунизация кроликов вакцинным штаммом L. 
monocytogenes АУФ обеспечила высокий уровень выра-
ботки специфических антител против испытуемого анти-
гена. Так, максимальная активность титров антител в сы-
воротках крови иммунизированных кроликов составила 
в среднем - 1: 51 200, тогда как все сыворотки крови кон-
трольных (здоровых) кроликов показали отрицательный 
результат (рисунок 5). Специфические антитела поликло-
нальной сыворотки кроликов взаимодействовали как со 
взвесью интактных клеток вакцинного штамма Listeria 
monocytogenes, так и с очищенным препаратом рекомби-
нантного антигена р60.

Иммунохимическое проявление рекомбинант-
ного антигена p60 и взвеси интактных клеток Listeria Рисунок 4. Очистка рекомбинантного белка p60 L. 

monocytogenes.

Рисунок 5. Титры специфических антител в сыво-
ротках крови кроликов, иммунизированных вак-

цинным штаммом L. monocytogenes АУФ.

Рисунок 6. Результаты иммуноблотинга рекомбинантного анти-
гена p60 (А) и взвеси интактных клеток Listeria monocytogenes 

АУФ(Б) с поликлональной сывороткой кролика.
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monocytogenes методом иммуноблотинга достоверно под-
твердило специфичность детекции поликлональных ан-
тител (ПКА) эпитопа белка p60 L. monocytogenes (рису-
нок 6).

На всех иммуноблотах четко представлена иммунопо-
зитивная фракция белка с молекулярной массой 53 кДа, 
что соответствует молекулярной массе рекомбинантного 
антигена p60 L. monocytogenes.

ОБСУЖДЕНИЕ 

Listeria monocytogenes является потенциальным кон-
таминантом продовольственного сырья и пищевых про-
дуктов, которые как факторы передачи играют ведущую 
роль в возникновении листериоза у людей [1-3]. Быстрое 
обнаружение и достоверная идентификация антигенов L. 
monocytogenes в образцах продуктов питания или объек-
тах внешней среды обеспечит надлежащую стратегию 
контроля вспышек листериоза. 

Длина полноразмерного антигена p60 составляет 1452 
пар нуклеотидов, что приводит к образованию белка с те-
оретической молекулярной массой 50 кДа. Трехмерная 
структура p60 Listeria monocytogenes показала, что полно-
размерный белок обладает выраженной доменной струк-
турой с двумя консервативными регионами на N- и C-кон-
цах. длина которых составляет 100 и 120 аминокислот, 
соответственно Центральная часть белка содержит высо-
ковариабельные для видов листерии области аминокис-
лотных последовательностей. C-концевой регион иден-
тифицирован как каталитический элемент, а N-концевой 
регион как элемент распознавания и связывания субстрата 
(пептидогликана). В консервативном районе на N-конце 
p60 1-27 аминокислотные остатки кодируют сигнальную 
последовательность [4-5,9, 17].

Биоинформатическими исследованиями структурной 
организации p60 Listeria monocytogenes установлено, что 
N-концевая часть полноразмерного белка p60 включает 
два домена LysM, разделенные доменом SH3, тогда как 
C-концевая часть белка представлена доменом NlpC/р60 
[18,19]. Исследования функциональных характеристик 
структурных доменов p60 L.monocytogenes показали, что 
основной иммуномодулирующей и иммуностимулиру-
ющей ролью обладает домен N-конца белка p60 LysM. 
Этот небольшой белковый домен, состоящий примерно 
из 50 аминокислот, был идентифицирован как главный 
иммуносвязывающий участок с высокой аффинностью 
к полимерам N-ацетилглюкозамина пептидогликана [18-
20]. Таким образом, секреция белка p60 в цитозоль клетки 
хозяина сопровождается расщеплением сигнального 
пептида, что позволяет активировать иммунологически 
значимые домены N-концевой части белка p60 [8,9,18-20].

В результате исследований с использованием гена 
белка p60 Listeria monocytogenes создана генетическая 
конструкция для получения рекомбинантного антигена 
р60 без сигнального пептида и продемонстрировано на-
копление в индуцированных культурах экспрессионного 
штамма Escherichia coli Arctic Express (DE3)/ pET28c(+)/
Lmp60.

Иммунологические анализы, основанные на детерми-
нантах вирулентности возбудителя инфекции, создают 

прочную основу для разработки диагностических или де-
текционных инструментов, специфичных для патогена.

Поликлональные (PAb) и моноклональные (MAb) анти-
тела, полученные против ключевых иммунодоминантных 
антигенов L. monocytogenes, как специфические иммуно-
реагенты оказались полезными при разработке и моди-
фикации иммуноферментных методов контроля и профи-
лактики листериоза. Использование полноразмерного или 
пептидного фрагмента белка p60 L.monocytogenes оказа-
лось весьма эффективно для получения высокоспецифич-
ных PAb и MAb антител и разработки методов специфи-
ческой иммунодетекции патогенных листерий в пищевых 
продуктах. 

Успешная разработка и применение МКА, направлен-
ных против полноразмерного белка p60 L. monocytogenes, 
для выявления листерий в пищевых продуктах с исполь-
зованием сэндвич-варианта ИФА описаны в работе Yu K. 
и соавт. (2004). МКА p6007 специфически распознавали 
белок p60 среди серотипов Listeria monocytogenes, в то 
время как МКА p6017 обладали более широким спектром 
распознавания p60 различных видов Listeria, что указы-
вает на различия в их эпитопной специфичности [15]. В 
работе Lim H.Y. и соавт. (2003) было показано, что МКА 
гибридомы 1H4 к белку p60, селективно взаимодейство-
вали со всеми представителями рода Listeria, не реаги-
руя с близкородственными микроорганизмами [21]. Высо-
кая специфичность МКА 10E7 и 9H3 к полноразмерному 
белку p60 L.monocytogenes позволила использовать их для 
создания ИХА на основе золотых наночастиц с пределом 
обнаружения 103-104 КОЕ/мл [22].

Селективное обнаружение Listeria monocytogenes 
было достигнуто с применением МКА, направленных 
против короткого высококонсервативного пептида вы-
соковариабельного центрального региона белка p60 
L.monocytogenes. Гидрофильный пептид PepD из одиннад-
цати аминокислот (QQQTAPKAPTE) был идентифициро-
ван в составе белка p60 как консервативная область, ха-
рактерная исключительно для серотипов L.monocytogenes. 
Экспрессия этого уникального фрагмента белка p60 по-
зволила получить высокоспецифичные антитела для рас-
познавания различных серотипов L.monocytogenes [13]. 
Данный пептид был эффективно использован в качестве 
мишени для разработки иммунофлюоресцентного метода 
обнаружения листерий в пищевых продуктах [16]. Приме-
нение МКА с аналогичной эпитопной специфичностью в 
сэндвич-варианте ИФА обеспечило достижение чувстви-
тельности метода на уровне 103 КОЕ/мл [14].

Проведенные исследования по определению специ-
фичности полученного рекомбинантного антигена р60 L. 
monocytogenes методами ИФА и иммуноблотинга пока-
зали, что сыворотки иммунных кроликов, вакцинирован-
ных вакциной L. monocytogenes АУФ, специфически реа-
гировали с рекомбинантным антигеном р60. Как известно, 
данный белок р60 значительно экспрессируется извне во 
время активного размножения патогенных листерии, в 
том числе при их культивировании. Это свойство р60 де-
лают его предпочтительным для обнаружения по сравне-
нию с другими антигенными мишенями [[2,4,6,7,9,10]] и 
обуславливает его высокую диагностическую ценность 
как идеального индикаторного белка для обнаружения 
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L.monocytogenes в зараженных пищевых продуктах [13-
16].

Зарубежные коммерческие наборы ИФА для иден-
тификации листерии на основе моноклональных анти-
тел «Solus Listeria ELISA» PerkinElmer США и «Listeria 
monocytogenes p60 ELISA» Kit» Cell Biolabs, США имеют 
предел детекции обнаружения p60 L.monocytogenes до 625 
пг/мл. Применение современных методов ускоренной 
идентификации листерий позволяет существенно сокра-
тить срок проведения анализа и повысить достоверность 
полученных результатов даже при низкой концентрации 
возбудителя в исследуемой пробе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С использованием технологий рекомбинантной ДНК 
из изолята L.monocytogenes, циркулирующего в Респу-
блике Казахстан получен штамм-продуцент Escherichia 
coli ArcticExpress(DE3)/Lmp60, экспрессирующий реком-
бинантный антиген p60 L.monocytogenes с удалённой сиг-
нальной последовательностью.

Созданный штамм-продуцент позволяет получить ре-
комбинантную муреингидролазу p60, который является 
высокоэффективным диагностическим маркером и пер-
спективным индикаторным белком для выявления Listeria 
monocytogenes в заражённых пищевых продуктах.
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Р60 LISTERIA MONOCYTOGENES РЕКОМБИНАНТТЫ АНТИГЕНІН АЛУ

Тургимбаева А.М., Абельденов С.К., Мухлис Ш.Е., Каукабаева Г.К., Унышева Г.Б., Ахметкаримова Ж.С., 
Ескендирова С.З.*

«Ұлттық биотехнология орталығы», Қорғалжын тас жолы 13/5, Астана, Қазақстан
*Корреспондент автор: eskendirova@biocenter.kz

АБСТРАКТ 

Listeria monocytogenes бұл жасушаішілік өмірлік циклмен, айқын бейімделу механизмдерімен және вируленттік 
факторлардың кең ауқымдылығымен сипатталатын маңызды тағамдық патогендердің бірі. Зерттеудің мақсаты — Қа-
зақстан Республикасының аумағында айналымда жүрген Listeria monocytogenes изоляттарынан алынған р60 рекомби-
нантты антигенін алу болып табылады. Рекомбинантты ДНҚ технологиясын пайдалану нәтижесінде 50,3 кДа молеку-
лалық массасы бар ақуызды экспрессиялайтын Escherichia coli ArcticExpress(DE3)/Lmp60 штамм-продуценті алынды.

Рекомбинантты р60 антигенінің спецификалығы иммуноферменттік талдау (ИФА) және иммуноблотинг әдістері 
арқылы расталды. Алынған нәтижелер L. monocytogenes р60 ақуызының диагностикалық маңыздылығын дәлелдеп, 
оны тағам өнімдерінде L. monocytogenes-ті жедел анықтауға арналған жоғары телімді иммуноферменттік тест-жүйені 
әзірлеуде мақсатты антиген ретінде қолданудың болашағы бар екенін көрсетеді.

Кілт сөздер: Listeria monocytogenes, рекомбинантты антиген, р60, иммуноферменттік талдау, диагностика, экс-
прессиондық жүйе.

RECOMBINANT PRODUCTION OF THE P60 ANTIGEN OF LISTERIA MONOCYTOGENES

Turgimbayeva A.M., Abeldenov S.K., Mukhlis S.E., Kaukabayeva G.K., Unysheva G.B., Akhmetkarimova Z.S., 
Eskendirova S.Z.*

National Center for Biotechnology, 13/5 Korgalzhyn Highway, Astana, Kazakhstan 
*Author correspondent: eskendirova@biocenter.kz

ABSTRACT 

Listeria monocytogenes is a significant foodborne pathogen characterized by an intracellular life cycle, pronounced adaptive 
mechanisms, and a broad spectrum of virulence factors. The aim of this study was to obtain the recombinant p60 antigen of L. 
monocytogenes from isolates circulating in the Republic of Kazakhstan. Using recombinant DNA technology, a producer strain 
Escherichia coli ArcticExpress(DE3)/Lmp60 was generated, enabling the expression of the protein with a molecular mass of 
50.3 kDa. The specificity of the recombinant p60 antigen was confirmed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
and immunoblotting. The obtained results highlight the diagnostic value of the p60 protein of L. monocytogenes as a target 
antigen for the development of highly specific ELISA-based test systems aimed at the rapid identification of L. monocytogenes 
in food products.

Keywords: Listeria monocytogenes, recombinant antigen, p60, ELISA, diagnostics, expression system.


