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Введение 

PBOV1 (prostate breast overexpressed protein) — белок, экспрессируемый с РНК, 

полученной трансляцией с интрона, подвергнувшегося генным мутациям — нескольким 

сдвигам рамки считывания и мутации стоп-кодона. Помимо описанных в первых 

исследованиях локализациях гена PBOV1, его экспрессия была отмечена во многих 

опухолях, представленных в панелях кДНК. 

Высокий уровень экспрессии белка PBOV1 в тканях онкологических опухолей, 

согласно исследованиям [1, 2], коррелирует с позитивным исходом заболевания, 

согласно работе [3] — с негативным. Отмечена также наличие корреляции между 

уровнем PBOV1 и уровнем гормонов: в присутствии эстрадиола экспрессия гена 

снижается [4]. 

PBOV1 может быть использован как один из маркеров для диагностики 

онкологических заболеваний по причине высокой специфичности для опухолей, а также 

по причине наличия корреляции с факторами течения заболеваний. Рекомбинантный 

PBOV1 и полученное к нему антитело способны найти применение в диагностике 

онкологических заболеваний наряду с другими маркерами. 

Расположение нуклеотидов, кодирующих полигистидиновый тэг, 

предназначенный для очистки получаемого рекомбинантного белка методом металл-

аффинной хроматографии, с N- или C-конца получаемого белка влияет свойства 

нарабатываемого белка, такие как стабильность, растворимость и правильность 

образования третичной структуры, обуславливающую пригодность к очистке методом 

металл-аффинной хроматографии. Помимо качественных характеристик, расположение 

полигистидинового тэга влияет на уровень экспрессии белка в клетке вследствие 

возникновения альтернативного сплайсинга [5]. Появление различных вариантов мРНК 

также может влиять рост и развитие бактериальных клеток, число копий 

рекомбинантной плазмиды [6].  

Цель исследования — оценка влияния расположения полигистидинового тэга на 

выход рекомбинантного PBOV1 в различных штаммах кишечной палочки. 

 

Основная часть 

 В ходе работы были созданы два варианта плазмиды, различающиеся расположением 

полигистидинового тэга: в варианте плазмиды pET-28а-6×His-PBOV1 расположен с C-

конца, в pET-28a-PBOV1-6×His тэг — с N-конца. При культивировании на 

агаризованной среде было отмечено, что одиночные колонии были получены при 

трансформации плазмидой pET-28a-PBOV1-6×His всех указанных выше штаммов, 

трансформации pET-28а-6×His-PBOV1 — только штаммов BL21(DE3)pLysS и С41. При 

культивировании в жидкой среде оптическая плотность культуры штамма 

BL21(DE3)pLysS, трансформированного плазмидой pET-28a-PBOV1-6×His, превысила 

оптическую плотность культуры штамма, трансформированного плазмидой pET-28а-

6×His-PBOV1 более чем в 2 раза: 13,1 против 6,2. При культивировании клеток, 

полученных трансформацией штамма С41, оптическая плотность составила 8,7 для 

штамма, трансформированного плазмидой pET-28a-PBOV1-6×His, и 8,1 для штамма 

pET-28а-6×His-PBOV1. Растворимость белка, полученного в штаммах BL21(DE3)pLysS, 



трансформированных плазмидой pET-28a-PBOV1-6×His, составила 55,6 %, уровень 

экспрессии целевого белка в указанно штамме составил 29,1 %; растворимость белка в 

штаммах, полученных трансформацией компетентных клеток плазмидой pET-28а-

6×His-PBOV1, не превышала 4 %. 

 

Вывод 

Наиболее пригодным для дальнейшей работы как с точки зрения ростовых 

характеристик, так и с точки зрения свойств белка (уровня экспрессии и уровня 

растворимости) является штамм, полученный путем трансформации клеток 

BL21(DE3)pLysS плазмидой pET-28a-PBOV1-6×His, имеющей расположение 

полигистидинового тэга с С-конца. Полученный штамм может быть применен для 

препаративного получения рекомбинантного белка PBOV1. 
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