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производителей только 3 соответствовало референтным показателям. В тоже время, сравнитель-
ный анализ FAN между образцами пива из соложеного сырья и пивом с добавками несоложеного 
сырья показал наличие статистически значимых различий (p<0,05).  

Полученные нами данные свидетельствуют о влиянии на процесс ферментации и на образова-
ние побочных продуктов брожения низкомолекулярных соединений азота, в частности аминокис-
лот в сусле. Фактически, для получения пива высокоплотного либо пива с нормальной плотно-
стью, обработка сусла протеазами увеличивает конечный FAN, что в конечном итоге увеличивает 
производство высших спиртов и сложных эфиров пивоваренными дрожжами.  

Заключение. Таким образом, определение свободного аминного азота позволяет оценить каче-
ство ферментации пива. Низкомолекулярные соединения азота, в частности аминокислоты в сус-
ле, а также их концентрация и состав оказывают влияние на процесс ферментации и на образова-
ние побочных продуктов брожения, определяя органолептические свойства пива. Контроль нор-
мативного содержания аминного азота позволит стандартизировать технологию производства пи-
ва и повысить экспортный потенциал выпускаемой продукции.  
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Вирусная диарея крупного рогатого скота (Bovine Viral Diarrhoea Virus, BVDV) является одной 

из преобладающих причин смертности и заболеваемости животных. Значительные экономические 
убытки, складывающиеся из снижения удоя во время болезни, сниженной репродуктивности, па-
дежа зараженного скота, уменьшения количества молодых особей из-за низкой выживаемости и 
затрат на лечение и профилактику болезни, затрагивают страны всех континентов.  

Заболевание вызывает группа вирусов BVDV, принадлежащих к роду Pestivirus семейства 
Flaviviridae. Контроль распространения вируса обеспечивается удалением из стада персистентно 
инфицированных животных, формированием уровня биобезопасности хозяйств и вакцинацией 
животных.  

Вирион вируса BVDV представляет собой нуклеокапсид, в котором заключен одноцепочечный 
РНК-геном. Основным гликопротеином липидной оболочки является белок Е2, который можно 
рассматривать в качестве объекта для создания субъединичной вакцины, т.к. именно на гликопро-
теин Е2 направлено действие нейтрализующих антител зараженных животных. 

На данный момент существуют данные по эффективности вакцины, основой для которой стал 
экспрессированный в клетках млекопитающих усеченный вариант гликопротеина E2 (tE2), в кото-
ром отсутствуют 32 аминокислоты трансмембранной области. Полученные результаты показали, 
что титры серонейтрализующих антител против BVDV, образование которых вызвано субъеди-
ничной вакциной, сопоставимы с титрами, требуемыми для удовлетворительной вакцины против 
BVDV [1]. 

Ранее в результате клонирования в клетках E. coli открытой рамки считывания, кодирующей 
полноразмерный белок Е2 вируса BVDV 2-го типа, было установлено, что белок экспрессируется 
преимущественно в нерастворимом виде [2]. Причиной этому могут быть содержащиеся в моле-
куле 17 цистеиновых остатков, образующих внутри- и межмолекулярные дисульфидные связи, 
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причем 9 остатков располагаются в доменах В и D [3] (в других источниках эти два домена объ-
единяются в один – домен III [4]). Так как за связывание вируса с мембраной клетки и проникно-
вение в неё отвечают только первые два домена [4], в качестве субъединичной вакцины можно 
рассматривать усеченный вариант белка Е2, содержащий только домены А и В (или домены I и II). 

Мы уже провели работу по клонированию оптимизированных для экспрессии в клетках E. coli 
генов DADB и DADBHis, кодирующих домены А и В гликопротеина Е2, в составе вектора pET-
24b(+) (Novagen), а также экспрессировали их в клетках штамма E. coli BL21-Gold(DEЗ), в резуль-
тате установили, что белки, названные соответственно DADB и DADBHis, экспрессируются в не-
растворимой форме [5].  

Для получения в клетках бактерии E. coli растворимого и правильно свернутого белка возмож-
но использование технологии слияния генов и получения фьюжн-белков, в которых фьюжн-
партнёром может выступать, например, белок малый убиквитин-подобный модификатор (small 
ubiquitin-related modifier, SUMO) дрожжей Saccharomyces cerevisiae [6], стабилизирующий и по-
вышающий растворимость фьюжн-партнёров.  

Целью данной работы являлось клонирование гибридных генов SUMO-DADB и SUMO-
DADBHis, состоящих из последовательностей, кодирующих главные антигенные домены А и В 
гликопротеина Е2 BVDV 2-ого типа, объединенных с белком малым убиквитин-подобным моди-
фикатором.  

Для получения гибридных генов нуклеотидную последовательность SUMO (gBlock) амплифи-
цировали с использованием праймеров PCV 1/2-R и PCV 1-1620, затем клонировали по сайту ре-
стрикции NdeI и встраивали в плазмиды рDADB и рDADBHis. Далее рекомбинантными плазми-
дами pSUMO-DADB и pSUMO-DADBHis трансформировали клетки штамма E. сoli XL1-Blue. По-
лученные клоны трансформантов проверяли на наличие вставки ПЦР-анализом с помощью флан-
кирующих праймеров T7Promoter и T7Terminator для полилинкерной области плазмиды pET-
24b(+). Характеристики использованных праймеров приведены в таблице 1. 

 
Таблица 1. – Характеристики использованных праймеров 
 
Праймер Последовательность 5´→3´ Размер, п.н. Температура отжига, °C 

PCV 1/2-R gggacagcagttgaggagtaccat 24 
60 

PCV 1-1620 tttcggcgccatctgtaacggtttc 25 
T7Promoter taatacgactcactataggg 20 

47 
T7Terminator tatgctagttattgctcag 19 

 
Результаты электрофореграммы продуктов ПЦР-анализа трансформантов E. coli XL1-Blue 

pSUMO-DADB и E. coli XL1-Blue pSUMO-DADBHis свидетельствовали о наличии 5 положитель-
ных клонов из 5 исследованных у трансформантов E. coli XL1-Blue pSUMO-DADB и 2 положи-
тельных клонов из 5 исследованных у трансформантов E. coli XL1-Blue pSUMO-DADBHis, т.к. на 
соответствующих дорожках зафиксировали наличие продукта размером около 1000 п.н. (ожидае-
мый размер гена SUMO-DADB – 1088 п.н., гена SUMO-DADBHis – 1077 п.н.) (рисунок 1). Парал-
лельно использовали отрицательный контроль ПЦР, не содержащий матрицы, и пробу, содержа-
щую нативную плазмиду pET-24b(+). 

Поскольку последовательность SUMO клонировали по одном сайту рестрикции кроме ПЦР-
анализа проводили также рестрикционный анализ для проверки правильности ориентации встав-
ки. Для этого ампликоны SUMO-DADB и SUMO-DADBHis обрабатывали рестриктазой NheI, сайт 
узнавания которой уникален для гибридных генов. По результатам рестрикционного анализа вы-
явили правильную ориентацию вставки SUMO у ампликонов SUMO-DADB под номерами 1, 2, 3 и 
5 (рисунок 2А) и SUMO-DADBHis под номером 1 (рисунок 2Б), т.к. размеры продуктов рестрикции 
для гена SUMO-DADB равны 943 и 145 п.н., а для гена SUMO-DADBHis – 932 и 145 п.н. 
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1-5 – положительные клоны трансформантов E. coli XL1-Blue pSUMO-DADB, 
6, 9 – положительные клоны трансформантов E. coli XL1-Blue pSUMO-DADBHis, М – маркер молеку-

лярного веса SM 0333 («Thermo Fisher Scientific Inc.») 
Рисунок 1. – Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа трансформантов 

E. coli XL1-Blue pSUMO-DADB и E. coli XL1-Blue pSUMO-DADBHis 
 
При неправильной ориентации вставки SUMO у ампликона SUMO-DADB под номером 4 (рису-

нок 2А) и SUMO-DADBHis под номером 2 (рисунок 2Б) размеры продуктов рестрикции равны со-
ответственно 682 и 406 п.н., 671 и 406 п.н. 

 

 
 
А: 1-5 – ампликоны SUMO-DADB, 1-3, 5 – ампликоны с правильной ориентацией вставки. 
Б: 1-2 – ампликоны SUMO-DADBHis, 1 – ампликон с правильной ориентацией вставки;  
М – маркер молекулярного веса SM 0333 («Thermo Fisher Scientific Inc.») 

Рисунок 2. – Электрофореграмма продуктов рестрикционного анализа амплифицированных 
фрагментов SUMO-DADB (А) и SUMO-DADBHis (Б) 

 
Таким образом, в результате проведенной работы в клетках штамма бактерий E. coli XL1-Blue 

клонированы гибридныe конструкции SUMO-DADB и SUMO-DADBHis, состоящие из генов, коди-
рующих главные антигенные домены А и В гликопротеина Е2 BVDV 2-ого типа, объединенных с 
белком малым убиквитин-подобным модификатором дрожжей S. cerevisiae. 
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Введение. Антоцианы представляют собой нефотосинтетические пигменты растений, относя-

щиеся к классу флавоноидов. Они играют важную физиологическую и экологическую роль в раз-
витии растений, их защите от патогенов и неблагоприятных факторов внешней среды [1]. Так, об-
ладая мощной антиоксидантной активностью, антоцианы непосредственно участвуют в детокси-
кации свободных радикалов. Очищенные растворы антоцианов удаляют практически все виды ак-
тивных форм кислорода и азота с эффективностью в четыре раза большей, чем аскорбат и α-
токоферол [2]. Антоцианы активно поглощают излучение в УФ-области, защищая растения (в 
частности, генетический аппарат) от губительного действия УФ лучей.  

В настоящее время большое внимание уделяется изучению роли обогащенных антоцианами раз-
ных тканей и органов растений в формировании их стрессоустойчивости. Хорошим объектом для 
таких исследований является пшеница, для которой расшифрованы гены, контролирующие пигмен-
тацию отдельных ее органов, таких как колеоптили (Rc-гены), стебли (Pc), зерно (R), перикарп (Pp), 
пыльники (Pan) и др. [3], а также показана регуляторная природа этих генов [3, 4]. Важная роль в 
формировании устойчивости растений к абиотическим и биотическим факторам внешней среды от-
водится колеоптилям пшеницы. Так, показана защитная роль антоцианов, содержащихся в коле-
оптилях проростков пшеницы, выращиваемых в присутствии ионов Cd [5]. Проростки пшеницы с 
интенсивно окрашенными в красный цвет колеоптилями и высоким содержанием антоцианов обла-
дали большей устойчивостью к засухе по сравнению с растениями со слабо окрашенными органами 
и низким уровнем в них антоцианов [6]. 

Индукция накопления антоцианов в хозяйственно ценных сельскохозяйственных культурах, в 
том числе в озимых, может явиться весьма эффективным способом повышения устойчивости расте-
ний. 5-аминолевулиновая кислота (АЛК) – важнейший предшественник в системе биосинтеза тет-
рапирролов (хлорофиллов и гема), экологически безопасный природный регулятор роста растений 
и антистрессор, а также высокоэффективный индуктор накопления антоцианов. В литературе по-
казано, что АЛК усиливает обусловленную антоцианами окраску плодов, улучшает не только то-
варный вид, но и вкусовые качества яблок, персиков, груш, китайской сливы [7]. В кожуре яблок, 
обработанных АЛК, отмечено повышение экспрессии генов ключевых ферментов системы био-
синтеза антоцианов – PAL, CHS, CHI, DFR [8]. Наряду с этим, отсутствуют данные о влиянии эк-
зогенной АЛК на систему биосинтеза антоцианов в злаковых культурах. Мы предположили, что с 
помощью экзогенной АЛК можно индуцировать повышение уровня экспрессии генов, кодирую-
щих ключевые ферменты биосинтеза флавоноидов, и тем самым повысить содержание антоцианов 
в растениях озимой пшеницы. 

Целью данного исследования являлось изучение влияния экзогенной АЛК на экспрессию регуля-
торного гена PAP-1, кодирующего транскрипционный фактор РАР1/TaMYB75, а также на экспрес-




