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БИОСИНТЕЗ АДЕНОЗИНДЕЗАМИНАЗЫ ESCHERICHIA COLI  
В СИСТЕМЕ БЕСКЛЕТОЧНОГО СИНТЕЗА БЕЛКА 

Аннотация. Одним из новых перспективных направлений молекулярной биотехнологии является бесклеточ-
ный синтез белка (БСБ). Процедура БСБ основана на реконструкции in vitro всех этапов биосинтеза белка в клетке, 
включая транскрипцию, аминоацилирование тРНК и трансляцию мРНК рибосомами. 

Ранее нами был сконструирован штамм Escherichia coli, продуцирующий гомологичную аденозиндезаминазу 
(АДазу). В настоящем исследовании в качестве варианта, альтернативного каноническому глубинному культивиро-
ванию в ферментере, была изучена возможность синтеза АДазы в системе БСБ. Для синтеза этого фермента исполь-
зовали S30-клеточный экстракт E. coli, РНК-полимеразу бактериофага Т7 и высококопийный плазмидный вектор 
pET42mut со встроенным в него геном АДазы. 

В результате выполнения работы нами впервые продемонстрирована возможность синтеза АДазы E. coli в сис-
теме БСБ. В частично оптимизированных условиях проведения процесса получен экспериментальный образец ре-
комбинантной АДазы с активностью 530 Ед/мл ферментного препарата. 
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BIOSYNTHESIS OF ESCHERICHIA COLI ADENOSINE DEAMINASE  
USING CELL-FREE PROTEIN SYNTHESIS

Abstract. One of the recent perspective trends of molecular biotechnology is cell-free protein synthesis (CFPS). The 
procedure of CFPS is based on in vitro reconstruction of all stages of a biosynthesis of protein in a whole cell, including  
a transcription, an aminoacylation of tRNA and translation of mRNA by ribosomes.

Previously, we constructed a strain Escherichia coli that produces homologous adenosine deaminase (ADase). In the 
present study, as an alternative to canonical submerged cultivation in a fermenter, the possibility of the ADase synthesis in the 
system of CFPS was studied. For synthesis of this enzyme we used the E. coli-30 cell extract, T7 bacteriophage RNA 
polymerase, and high-copy plasmid vector pET42mut with gene ADase inserted into it. 

As a result of the work we have demonstrated for the first time the possibility of synthesis of ADase E. coli in the CFPS 
system. In a partially optimized process conditions, an experimental sample of recombinant AD with an activity of 530 U/ml 
of enzyme preparation was obtained.

Keywords: adenosine deaminase, Escherichia coli, cell-free protein synthesis, high-copy pET42mut plasmid, enzyme 
preparation 

For citation: Kazlouski I. S., Zinchenko A. I. Biosynthesis of Escherichia coli adenosine deaminase using cell-free pro-
tein synthesis. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National 
Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 271–276 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-
8940-2021-66-3-271-276

Введение. В качестве альтернативы генно-инженерной технологии получения хозяйственно 
важных белков и вирусоподобных частиц [1, 2], мембранных белков [3] и белков, содержащих 
неприродные аминокислоты [4, 5], ряд исследовательских групп использует бесклеточные сис-
темы протеинового синтеза, в которых при обеспечении оптимальных условий возможна наработ-
ка как простых протеинов, так и протеинов со сложной структурой с устранением всех барьеров 
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несовместимости для трансляции мРНК. Однако, несмотря на то что этот методический подход 
был предложен гораздо раньше, чем генно-инженерный, к детальному изучению возможностей 
его широкого практического использования приступили совсем недавно [6].

Реакционная смесь для бесклеточного синтеза белка (БСБ) ‒ открытая система без такого 
физического барьера, как клеточная мембрана. Выход конечного продукта зависит от концентра-
ции каждого компонента, которую можно варьировать в широких пределах, в отличие от ситуа-
ции in vivo. При этом конечная концентрация белка может достигать более 2 мг/мл. 

Система БСБ предусматривает транскрипцию гена и трансляцию мРНК in vitro – в лизате 
клеток, в который вносят рекомбинантную ДНК, аминокислоты, нуклеотиды, кофакторы и АТФ- 
регенерирующую систему. Эндогенная генетическая информация (ДНК и мРНК клетки-хозяина) 
при этом удаляется [7].

Первоначально система БСБ была предложена как платформа для синтеза белков in vitro [8], 
а также в качестве инструмента для изучения механизмов репликации ДНК. 

После ряда усовершенствований система БСБ стала более надежной, экономичной, универ-
сальной и масштабируемой технологией для синтеза препаративных количеств различных бел-
ковых продуктов, в том числе вакцин [9], антител [10] и цитокинов [11]. Изучение системы БСБ 
дало толчок развитию новой дисциплины ‒ бесклеточной метаболической инженерии [12]. В по-
следние годы на основе системы БСБ были разработаны недорогие биосенсеры [13] и портатив-
ные устройства для диагностики различных заболеваний [14, 15]. 

Аденозиндезаминаза (АДаза; КФ 3.5.4.4) – фермент, играющий важную роль в метаболизме 
пуриновых нуклеозидов. Этот фермент осуществляет необратимую реакцию превращения аде-
нозина в инозин путем замены NH2-группы в гетероциклическом основании нуклеозида на  
гидроксил. Помимо своего основного субстрата (аденозина) АДаза E. coli может использовать ряд 
других природных и модифицированных нуклеозидов – 2′-дезоксиаденозин, 3′-дезоксиаденозин, 
2′,3′-дидезоксиаденозин, 6-метиламинопуринрибозид, 2,6-диаминопуринрибозид [16]. Способность 
фермента осуществлять дезаминирование модифицированных пуриновых нуклеозидов делает 
его привлекательным для использования в химико-ферментативных схемах получения различ-
ных субстанций с потенциальной фармакологической активностью. 

Цель настоящей работы ‒ получение гомологичной АДазы при помощи системы бесклеточ-
ного синтеза белка на основе клеточного лизата E. coli.

Материалы и методы исследования. Источником гена АДазы (add; GenBank ID: 945851) 
служила ДНК E. coli K-12, выделенная из бактериальной биомассы с помощью коммерческого 
набора QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, США). Целевой фрагмент ДНК амплифицировали с по-
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием в качестве матрицы геномной 
ДНК и синтетических праймеров. 

Подбор олигонуклеотидов осуществляли с помощью программного обеспечения UGENE 
1.22 (UniPro, Россия) на основе нуклеотидных последовательностей гена АДазы: прямой add-F 
(5′- gtggtggtccacaacatgattgataccaccctgc-3′) и обратной add-R (5′-ggtgatggtgatgctccttcgcggcgact-3′). На 
5′-окончания праймеров были добавлены последовательности, комплементарные плазмиде 
pET42mut [17]. 

Амплификацию осуществляли по следующей программе: этап предденатурации (30 с при  
98 oС), 30 циклов амплификации (10 с при 98 oС; 15 с при 55 oС; 30 с при 72 oС), финальная элон-
гация (75 с при 72 оС). 

На втором этапе линеаризовали плазмиду pET42mut методом ПЦР с использованием Diamant-
ДНК-полимеразы [18] и двух праймеров: прямого pET42mut-F (5′-catatgtatatctccttcttaaagttaaacaaaa
ttatttctagag-3′) и обратного pET42mut-R (5′-gagcatcaccatcaccaccaccaccactaattg-3′). Амплификацию 
вектора проводили по следующей программе: этап предденатурации (30 с при 98 oС), 30 циклов 
амплификации (10 с при 98 oС, 15 с при 55 oС, 3 мин при 72 oС), финальная элонгация (3 мин  
и 25 с при 72 оС). 

На третьем этапе объединяли линеаризованный вектор и целевой ген методом продолжи-
тельной перекрывающейся ПЦР (ПП-ПЦР) [19] по следующей программе: этап предденатура- 
ции (30 с при 98 oС), 16 циклов амплификации (10 с при 98 oС; 15 с при 50 oС; 4 мин при 72 oС), 
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финальная элонгация (5 мин при 72 оС). На этом этапе в качестве матрицы и затравки были ис-
пользованы полученные на первых двух этапах фрагменты в эквимолярных количествах. 

Синтезированным в ходе ПП-ПЦР продуктом трансформировали компетентные клетки E. coli 
XL (Novagen, США) c последующим их посевом на плотную селективную питательную среду 
Luria-Bertani (LB; 0,5 % дрожжевого экстракта, 1 % NaCl, 1 % триптона) с добавлением канами-
цина (100 мкг/мл).

Для определения наличия плазмид, содержащих целевые «вставки ДНК» часть одиночной 
колонии отбирали при помощи стерильного наконечника и вносили в 50 мкл реакционной сме-
си, содержащей 67 мМ Трис-HCl (pH 8,3); 17 мМ (NH4)2SO4; 2 мМ MgCl2; 0,02 % Твин-20; смесь 
четырех канонических дНТФ (каждый в концентрации 0,2 мМ) и 1 ед. ДНК-полимеразы Diamant 
[18]. В качестве ДНК-затравки использовали праймеры (по 10 пмоль) к последовательности про-
мотора фага Т7 (прямой T7p-F 5′-taatacgactcactataggg-3′) и к последовательности, кодирующей 
АДазу (обратный add-R). ПЦР проводили по следующей программе: этап начальной денатура-
ции (2 мин при 94 oС), 25 циклов амплификации (30 с при 94 oС; 15 с при 55 oС; 1 мин при 72 oС), 
финальная элонгация (2 мин при 72 oС).

Клетки-трансформанты выращивали в LB-среде с добавлением канамицина с конечной кон-
центрации 80 мкг/мл. Клетки, содержащие целевые плазмиды, культивировали в жидкой среде 
LB с последующим выделением плазмидной ДНК методом щелочного лизиса. 

Для синтеза АДазы использовали реакционную смесь (1,0 мл), содержащую 0,25 мл клеточ-
ного экстракта S30, 0,65 мл премикса, 5 000 ед. активности РНК-полимеразы бактериофага Т7, 
500 нг полученной на предыдущем этапе работы плазмидной ДНК, которую затем инкубирова-
ли при 30 °С в течение 5–6 ч.

После этого определяли активность полученного фермента по скорости дезаминирования 
аденозина. Реакционную смесь, содержащую 20 мМ нуклеозида, 50 мМ Трис-HCl-буфера (рН 8,0) 
и фермент, инкубировали при 37 °С в течение от 30 мин до 1,5 ч. Из анализируемых образцов 
при помощи микрокапилляра отбирали аликвоты (5 мкл), которые наносили на хроматографи-
ческие пластины для тонкослойной хроматографии Silufol-UV254. 

Хроматографию проводили в системе растворителей хлороформ: 
метанол:аммиак в соотношении 10:10:2,5. Расположение пятен субстра-
тов и продуктов реакции определяли в УФ-свете. Вещества элюировали 
5 мл воды. 

УФ-светопоглощение элюатов измеряли с помощью спектрофото-
метра при λ = 255 нм. Активность фермента определяли на начальной 
стадии реакции, когда выход продукта не превышал 10–15 % от макси-
мального. За единицу активности фермента принимали такое его коли-
чество, которое обеспечивало образование 1 мкмоль продукта за 1 мин 
в соответствующих условиях реакции. Активность фермента выража-
ли в ед/мл ферментного препарата.

Результаты и их обсуждение. На начальном этапе работы методом 
ПЦР амплифицировали ген add, кодирующий аминокислотную после-
довательность АДазы. Праймеры для ПЦР-амплифи кации гена подби-
рали таким образом, чтобы после их амплификации 5′- и 3′-окончания 
ПЦР-продуктов содержали нуклеотидные последовательности, ком-
плементарные вектору pET42mut.

Постановка горизонтального ДНК-электрофореза в агарозном геле 
после выделения и амплификации гена позволила получить нуклеотид-
ную последовательность требуемого размера – 1000 п. н. (рис. 1).

На следующем этапе проводили линеаризацию вектора pET42mut  
с помощью ПЦР. Праймеры для линеаризации вектора подбирали таким 
образом, чтобы при встраивании в плазмиду к 3′-окончанию целевого ге-
на добавлялась последовательность нуклеотидов, которая обеспечивает 

Рис. 1. Электрофореграмма 
продуктов амплификации 

гена add (1). М – маркер 
молекулярных масс  

фрагментов ДНК

Fig. 1. Electrophoregram  
of amplified fragments  

of gene add (1). M – DNA 
molecular size markers
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наличие дополнительного октагистидинового олигопептида на С- кон-
це целевого белка.

Затем проводили постановку ПП-ПЦР, которая, в отличие от 
стандартной ПЦР, требует наличия в векторе и вставке перекрыва-
ющихся комплементарных участков, включаемых на стадии клони-
рования целевых генов. 

Как известно, при проведении ПП-ПЦР [19] вставка с вектором 
образуют смесь линейных конкатемеров, содержащих различное 
количество повторов «вставка‒вектор». Данной смесью высокомо-
лекулярных линейных молекул трансформируются клетки-реципи-
енты, в которых происходит формирование нескольких кольцевых 
молекул – плазмид, несущих в себе целевой ген. 

Таким образом, ген add, кодирующий АДазу E. coli, был встро-
ен в плазмиду рЕТ42mut. Полученной смесью ПП-ПЦР трансфор-
мировали компетентные клетки E. coli XL. Из полученных транс-
формантов с помощью щелочного лизиса выделили плазмиды и про-
анализировали их при помощи электрофоретического разделения  
в 1 %-ном агарозном геле (рис. 2). 

На следующем этапе работы проводили оценку эффективности 
синтеза АДазы в БСБ на основе S30 экстракта из E. coli. Конечная 
концентрация компонентов реакции включала: 100 мМ HEPES-
KOH (pH 8,0); 8 мМ Mg (CH3COO)2; 90 мМ KCH3COO; 20 мМ фос-
фоенолпируват калия; набор аминокислот (каждая в концентрации 
1,3 мМ); 0,15 мг/мл фолиевой кислоты, каждый из четырех природ-

ных рибонуклеозидтрифосфатов в концентрации 1 мМ; 0,05 % NaN3; 2 % полиэтиленгликоля 
8000; 0,04 мг/мл пируваткиназы; 5,5 мкг/мл РНК-полимеразы фага Т7; 0,3 мг/мл плазмидной 
ДНК, содержащей ген, кодирующий АДазу; 0,5 мг/мл суммарной тРНК (из E. coli MRE 600)  
и экстракт S30, полученный из лизата клеток E. coli (30 % от общего объема реакционной смеси). 

Инкубацию проводили в течение 6 ч при 30 °С и умеренном перемешивании. Для контроля 
синтеза АДазы каждый час отбирали по 1 мкл для анализа ферментативной активности синте-
зируемого белка. В качестве отрицательного контроля использовали реакционную смесь БСБ  
с внесением вместо плазмидной ДНК соответствующего количества буферного раствора. Резуль-
таты представлены на рис. 3. 

Выход АДазы в эксперименте, описанном выше, достиг 530 Ед/мл реакционной смеси. В пла-
не сравнения следует отметить, что при проведенном ранее синтезе рекомбинантной АДазы 

Рис. 2. Электрофореграмма 
плазмид (1 и 2), полученных 

при помощи щелочного лизиса 
клеток-трансформантов.  

М – маркер молекулярных масс 
фрагментов ДНК

Fig. 2. Electrophoregram  
of plasmids (1 and 2) obtained by 

alkaline lysis of transformed cells. 
M – DNA molecular size markers
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Fig. 3. Dynamics of accumulation of adenosine deaminase in reaction mixture during cell-free protein synthesis
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E. coli в цельноклеточной системе экспрессии максимальный выход ферментативной активности 
составлял 1,0 Ед/мл культуральной жидкости [20].

Заключение. Впервые продемонстрирована возможность синтеза АДазы E. coli в системе 
БСБ. В частично оптимизированных условиях проведения процесса получен эксперименталь-
ный образец рекомбинантной АДазы с активностью 530 Ед/мл ферментного препарата. 

По нашему мнению, синтез АДазы в системе БСБ может выступать в качестве варианта, аль-
тернативного каноническому глубинному культивированию в ферментере. 
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