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Работа посвящена оценке применимости белка легумаин возбудителя описторхоза O. felineus для иммунодиагностики 

этого заболевания. Рекомбинантный белок (rOF49-leg), клонированный и экспрессированный в E. coli, в иммуно-

ферментном анализе (ИФА) продемонстрировал различие в иммунореактивности между инфицированными и здоровыми 

сыворотками. Эти результаты показывают потенциальную пригодность этого антигена для разработки серодиагностиче-

ских тестов на описторхоз. 
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We estimated potential of protein legumain from opisthorchiasis agent O. felineus for application in immunodiagnosis of this 

disease. Bacterially expressed recombinant protein (rOF49-leg) showed strong difference in Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) between infected and negative sera. These results suggest the potential of this antigen for development of serodiagnostic 

test for human opisthorchiasis. 
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Введение 

Печеночный сосальщик Opisthorchis felineus отно-

сится к представителям семейства Opisthorchiidae 

класса Trematoda [8]. Описторхоз, вызываемый 

O. felineus, является серьезным эндемичным заболева-

нием, широко распространенным на территории Рос-

сии, особенно в Западной Сибири [1]. Известны также 

описторхоз, возбудителем которого является другой 

представитель описторхид — O. viverrini, в Юго-

Восточной Азии, и клонорхоз (китайский описторхоз), 

вызываемый Clonorchis sinensis, в Восточной Азии 

[15]. Описторхоз характеризуется повреждением гепа-

тобилиарной системы, а также может провоцировать 

развитие холангиокарциномы [13]. Мировой опыт 

показывает, что для более успешного и эффективного 

решения проблем, связанных с описторхозом, необхо-

димо развитие современных методов диагностики, 

профилактики и лечения этого заболевания. К на-

стоящему времени практически нет данных об им-

мунном ответе организма-хозяина на отдельные бел-

ки-антигены O. felineus.  

Описаны несколько рекомбинантных белков опи-

сторхид O. viverrini и C. sinensis, полученных в прока-

риотической системе [4, 5, 9, 10, 12, 16]. Наибольший 

интерес представляют работы, где авторы, используя 
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протеомные данные и результаты скрининга библио-

тек кДНК, выявили гены возможных белков-

иммуногенов O. viverrini и C. sinensis и провели кон-

струирование и клонирование плазмид, несущих эти 

гены. Далее были получены рекомбинантные аналоги 

этих белков, и методами иммуноблотта и ИФА было 

проведено тестирование взаимодействия позитивных 

сывороток от пациентов больных описторхозом с эти-

ми рекомбинантными белками. Полученные результа-

ты указывают на возможность использования данных 

рекомбинантных аналогов белков этих трематод в 

иммунодиагностике [10, 12, 16].  

Легумаин (аспарагенил эндопептидаза) относится 

к классу цистеиновых протеаз, который гидролизует 

пептиды и белки по аспарагину с С-конца белка (база 

данных MEROPS, clan CD, family C13). Этот белок 

описан в составе секреторно-экскреторного продукта 

для многих трематод: O. viverrini, C. sinensis, 

Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica, Fasciola 

gigantica [6, 9]. Ген легумаин C. sinensis был экспрес-

сирован с использованием системы экспрессии 

QIAExpress фирмы QIAGEN [7]. При использовании в 

иммунодиагностике рекомбинантного аналога белка 

C. sinensis, полученного с помощью прокариотической 

системы экспрессии, была показана высокая чувстви-

тельность и специфичность взаимодействия человече-

ских сывороток с указанным белком: 71,4 и 100% со-

ответственно [7]. 

Цель данной работы заключалась в определении 

возможности использования в иммунодиагностике 

описторхоза рекомбинантного аналога белка легумаин 

O. felineus (rOF49-leg). В рамках поставленной цели 

был получен клон кДНК, содержащий фрагмент 

транскрипта гена, кодирующего белок легумаин 

O. felineus, затем приготовлены конструкции для экс-

прессии клонированного фрагмента, наработан и 

очищен рекомбинантный белок и проведен анализ его 

антигенных свойств. 

Материал и методы 

Коммерческие наборы фирм: Bio-Rad (Aurum To-

tal RNA Mini Kit); Fermentas (RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kits); Qiagen (QIAquick Gel Extraction 

Kit; QIAquick PCR Purification Kit; QIAquick Nucleotide 

Removal Kit; QIAexpress kit type IV; QIAprep Spin 

Miniprep Kit; Applied Biosystems (Terminator Cycle Se-

quencing Kit v. 3.1); ЗАО «Вектор-Бест (Описторхоз-

IgG-ИФА-БЕСТ; Описторхоз-IgG-контрольная панель). 

Ферменты и маркеры молекулярных весов: в ра-

боте использовали Phusion ДНК-полимеразу 

(Finnzyme, Finland), Taq ДНК-полимеразу («СибЭн-

зим», г. Новосибирск), эндонуклеазы рестрикции 

BamHI, HindIII, EcoRI и BglII («СибЭнзим», 

г. Новосибирск). Во всех реакциях использовали рас-

творы и условия, рекомендованные производителем. 

Для определения длины фрагментов нуклеиновых 

кислот использовали λ ДНК/BssI («СибЭнзим», 

г. Новосибирск). Для определения молекулярных ве-

сов белковых препаратов использовали маркеры мо-

лекулярных масс белков фирмы Fermentas (Литва).  

Олигонуклеотиды. Последовательности прай- 

меров для клонирования легумаина: FLegOF  

5`-cacggatccGTTGGAAGCTGCCGGTGTC-3` и 

RLegOF 5`-cgcaagcttTTAGGA-

ACAGACGTTGTGGACC-3`, внутренние праймеры 

для секвенирования легумаина: FLegINOF 5-

TACGTGGAGGCTTGTTACTCTG-3` и RLegINOF 5`-

GCCCAGCTTG-ATTCACCTT-3`. Олигонуклеотиды 

приготовлены фирмой «Биоссет» (г. Новосибирск).  

Создание генно-инженерной конструкции для по-

лучения рекомбинантного белка. Для выделения сум-

марной РНК из O. felineus использовали набор для 

выделения РНК (Aurum Total RNA Mini Kit), а для 

получения кДНК был использован набор RevertAid 

First Strand cDNA Synthesis Kits согласно инструкции 

компании-изготовителя. Выделение ПЦР-фрагментов, 

конструирование рекомбинантных ДНК и рестрикци-

онный анализ проводили по стандартным методикам 

[11]. Секвенирование ПЦР-фрагментов проводили в 

ЦКП СО РАН «Геномика». Компьютерный анализ 

нуклеотидных последовательностей проводили в про-

грамме Sequence Scaner 1.0. 

Экспрессия, выделение и очистка рекомбинантно-

го белка. Для получения рекомбинантного белка легу-

маин использовали штамм E. coli BL21(DE3)pLysS 

(Stratagene, США). Этот штамм, трансформированный 

плазмидной ДНК pMALTEV-legumain, обозначен как 

E. coli BL21(DE3)pLysS-pMALTEV-legumain. После 

добавления IPTG до конечной концентрации 0,3 ммоль 

трансформированную культуру выращивали при тем-

пературе 30 С в 500 мл жидкой среды LB с добавле-

нием ампициллина натриевой соли и при перемеши-

вании со скоростью 180 об/мин. После индукции IPTG 
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и инкубации суспензию центрифугировали при 4 000g 

в течение 20 мин при 4 С и осадок растворяли в бу-

фере (20 ммоль TrisHCl (рН 7,5), 200 ммоль NaCl, 

1 ммоль ЭДТА). Далее суспензию из биомассы под-

вергали обработке ультразвуком (ультразвуковой де-

зинтегратор Vibra CellTM-Sonics) на льду (пять раз 

по 10 с при 300 Вт с 30-секундными паузами между 

обработками). Смесь центрифугировали при 15 000g 

20 мин при температуре 40 С, полученные суперна-

тант и осадок анализировали на наличие целевого 

белка с помощью денатурирующего полиакриламид-

ного гельэлектрофореза (ДСН-ПААГ-ЭФ). 

Очистку гибридного белка maltose binding protein 

(MBP)-legumain проводили с помощью аффинной 

хроматографии. При прохождении через колонку с 

амилозой (Amylose resin-New England Biolabs) гиб-

ридный белок связывался, затем его элюировали рас-

твором мальтозы с концентрацией 10 ммоль. Очистку 

проводили по протоколу производителя. Полученные 

клеточные лизаты штамма-продуцента и очищенные 

рекомбинантные белки анализировали методом бел-

кового электрофореза по методу [3] в 10—12%-м геле.  

Концентрацию белка определяли путем измерения 

оптической плотности по протоколу Bio-Rad-protein 

assay на спектрофотометре с использованием калиб-

ровочной кривой, построенной для препаратов очищен-

ного бычьего сывороточного альбумина (BSA) (молеку-

лярная масса 55 кДа) с известными концентрациями. 

Иммуноблотт и иммуноферментная реакция. Пе-

ренос белков после ЭФ проводили по методу H. 

Towbin и соавт. [14], а проведение или постановку 

иммуноферментной реакции осуществляли, как опи-

сано ранее [2]. ИФА с рекомбинантным белком в ка-

честве антигена проводили, используя компоненты 

тест-системы фирмы «Вектор-Бест» (Россия), в соот-

ветствии с инструкцией производителя. Измерение 

оптической плотности проводили с помощью план-

шетного фотометра Multiscan EX (ThermoLabSystems, 

Финляндия) при длине волны 492 нм.  

Результаты представлены на графике в виде сред-

него арифметического значения оптической плотно-

сти. Достоверность различий оценивали с помощью 

непараметрического критерия Манна—Уитни. Досто-

верными считались различия при p < 0,05.  

Программное обеспечение. Для разработки схемы 

клонирования целевых генов использовали программ-

ный пакет Vector NTI 9 (InforMax, США). Расчет олиго-

нуклеотидных праймеров для ПЦР и подбор условий 

реакции выполняли с помощью компьютерной про-

граммы OLIGO, расчет температуры отжига праймеров 

про- 

водили с помощью калькулятора на сайте Finnzy- 

me (http://www.finnzymes.fi/tm_determination.html). При 

проведении компьютерного анализа нуклеотидных и 

аминокислотных последовательностей применяяли про-

граммы, представленные на сайтах NCBI (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ и http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), EXPASY (www.expasy. 

org), а также программы SignalP 4.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), PSIPRED 3.0 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred), NetNGlyc 1.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). 

Результаты и обсуждение 

С помощью коммерческого набора для выделения 

РНК была выделена суммарная РНК из 20 взрослых 

особей O. felineus. Образцы РНК использовали для 

получения кДНК с помощью соответствующего ком-

мерческого набора. Далее кДНК использовали для 

реакции амплификации, для наработки фрагмента ле-

гумаина O. felineus, не содержащего сигнальный пеп-

тид. С этой целью были разработаны специфические 

праймеры, содержащие сайты узнавания эндонуклеа-

зами рестрикции BamHI и HindIII, а также дополни-

тельные нуклеотиды, необходимые для воссоздания 

правильной рамки трансляции. В ходе амплификации 

с использованием этих праймеров был получен фраг-

мент, соответствующий по длине рамке трансляции 

гена легумаина O. felineus без сигнального пептида, 

которая составляет 1 245 нуклеотидов. Для получения 

конструкции рекомбинантной плазмиды, кодирующей 

белок легумаин O. felineus, этот фрагмент клонирова-

ли в экспрессирующий вектор. С этой целью был вы-

бран вектор pMALTEV, чтобы преодолеть свойство 

нерастворимости, показанное для рекомбинантных 

белков легумаина C. sinensis и O. viverrini [7, 9].  

В этом векторе рекомбинантный легумаин должен 

экспрессироваться в составе гибридной конструкции с 

мальтозосвязывающим белком (MBP), повышающим 

растворимость. Эта конструкция обозначена как 

legumain-MBP 100 кДа. На рис. 1 представлена схема 

плазмиды pMALTEV-legumain и способ ее конструи-

рования. Таким образом, в результате была получена 

рекомбинантная конструкция для прокариотической 
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экспрессии полноразмерного гена легумаин O. felin-

eus. Плазмида pMALTEV-legumain содержит откры-

тую рамку считывания, кодирующую полипептид 

legumain-MBP длиной 797 аминокислотных остатков 

(≈89,4 кДа), включая 420 аминокислот белка легумаи-

на (≈47,9 кДа). 

Для получения рекомбинантного белка легумаина 

использовали штамм E. coli BL21(DE3)pLysS, транс-

формированный плазмидной ДНК pMALTEV-legumain 

и обозначенный как E. coli BL21(DE3)pLysS-

pMALTEV-legumain. Образец биомассы анализировался 

с помощью белкового электрофореза по Лэммли на на-

личие экспрессии целевого продукта и его растворимо-

сти (рис. 2).  

 
Рис. 1. Схема конструирования плазмиды pMALTEV-legumain: BamHI, 

HindIII — уникальные сайты узнавания для соответствующих эндо- 

 нуклеаз рестрикции, в скобках указаны координаты их сайтов 

 
Рис. 2. Электрофореграмма. Экспрессия и очистка белка legumain-

MBP, синтезирующегося под контролем рекомбинантной плазмиды 

pMALTEV-legumain в клетках штамма-продуцента Escherichia coli  

 BL21(DE3) pLysS-pMALTEV-legumain 

Изопропил-β-D-тиогалактозид (ИПТГ) обеспечивает 

индукцию синтеза рекомбинантного гибридного белка 

MBP-legumain с уровнем экспрессии при росте на 

жидких питательных средах до 40 мг целевого белка 

на 1 л культуральной жидкости. Цифровая обработка 

электрофореграмм показала, что чистота белка после 

аффинной хроматографии достигает 67—88%. 

С этой целью выявляли взаимодействие рекомби-

нантного белка legumain-MBP с набором из двух по-

зитивных сывороток от больных описторхозом и двух 

негативных сывороток (ЗАО «Вектор-Бест»). Выявле-

ние антител в сыворотках крови проводили с помо-

щью твердофазного иммуноферментного анализа 

(ИФА) с использованием в качестве антигена поли-

пептида legumain-MBP. Образцы сыворотки тестиро-

вались трижды. На рис. 3 показаны усредненные зна-

чения для позитивных (ПС) и негативных (НС) сыво-

роток, полученные в этом анализе, позволившем 

получить позитивную оценку для антигенных свойств 

у рекомбинантного белка. На рис. 3 отмечены звез-

дочкой точки, демонстрирующие достоверные разли-

чия между позитивными и негативными сыворотками. 

Результаты этого первичного анализа показывают, что 

legumain-MBP способен связываться с антителами 

позитивных сывороток больных описторхозом и не 

реагирует с антителами негативных сывороток (ЗАО 
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«Вектор-Бест»). Дальнейшее исследование рекомби-

нантного белка с применением большего количества 

позитивных сывороток позволит более точно оценить 

его антигенные свойства. 

 
Рис. 3. Результаты тестирования взаимодействия позитивных анти-

сывороток от больных описторхозом и отрицательных или нор-

мальных сывороток с препаратом рекомбинантного белка legu- 

 main + MBP в ИФА 

Определение специфичности взаимодействия ан-

тител позитивной сыворотки больного описторхозом с 

рекомбинантным легумаином O. felineus осуществля-

ли методом иммуноблотта. Белки, разделенные элек-

трофорезом в полиакриламидном геле, как описано вы-

ше [2], переносили на нитроцеллюлозную мембрану 

(Millipore, США). Появление ярких сине-фиолетовых 

или коричневых полос (в зависимости от использо-

ванного проявляющего раствора) подтверждает, что 

рекомбинантный легумаин O. felineus (≈47—48 кДа) 

связывается с антителами позитивной сыворотки от 

больного описторхозом. С антителами негативной 

сыворотки реакции не наблюдали (рис. 4). 

 
Рис. 4. Выявление методом иммуноблотта белка-мишени в препара-

тах рекомбинантного белка легумаин для антител референс-

сыворотки от больного описторхозом: 1 — маркеры молекулярного 

веса (Fermentas); 2 — очищенный рекомбинантный аналог белка 

легумаин O. felineus; 3 — взаимодействие антител позитивной сы-

воротки от больного описторхозом с очищенным рекомбинантным 

аналогом белка легумаин O. felineus (≈47—48 кДа); 4 — отсутствие 

реагиро- 

 вания с антителами негативной сыворотки здорового пациента 

Заключение 

Таким образом, в процессе работы был создан 

штамм E. coli BL21(DE3)pLysS-pMALTEV-legumain 

— продуцент рекомбинантного полипептида легумаи-

на, сохранившего антигенные свойства легумаина O. 

felineus. Этот штамм обеспечивает при культивирова-

нии на жидких питательных средах биосинтез указан-

ного полипептида в растворимой форме с уровнем 

экспрессии не ниже 40 мг рекомбинантного гибридно-

го белка на 1 л культуральной жидкости. Раствори-

мость гибридного белка обеспечивается экспрессией 

легумаина совместно с мальтозосвязывающим белком 

(MBP). Благодаря наличию в плазмиде pMALTEV-

legumain нуклеотидной последовательности, коди-

рующей специфический сайт узнавания TEV-

протеазы, обеспечивается в дальнейшем отщепление 

целевого белка легумаина от MBP и получение очи-

щенного рекомбинантного легумаина O. felineus. Этот 

рекомбинантный аналог, по-видимому, может быть 

использован для проведения или совершенствования 
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иммунодиагностики описторхоза, вызываемого пече-

ночным сосальщиком O. felineus, а также для получе-

ния специфических антител к этому паразиту и генно-

инженерных вакцин против описторхоза. 

 

Работа проводилась при финансовой поддержке 

Министерства образования и науки Российской Фе-

дерации, проект № 16.512.11.2129. 
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