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Развитие биотехнологии тесно связано
с производством рекомбинантных полипепти�
дов, используемых в медицине, фармаколо�
гии и сельском хозяйстве. Сочетание техно�
логии рекомбинантных ДНК с интенсивным
выращиванием бактериальных культур сде�
лало возможным выход целевого продукта
в количествах, существенно превосходящих
получение его из природных источников.
E. coli, как один из наиболее полно охаракте�
ризованных микроорганизмов, оказалась

достаточно широко используемым микроор�
ганизмом�хозяином для производства про�
теинов, не требующих посттрансляционной
модификации. Поскольку успех фермента�
ции в значительной степени определяется
составом среды выращивания, одним из спо�
собов повышения выхода рекомбинантных
протеинов при культивировании штаммов�
продуцентов считается оптимизация пита�
тельных сред. С этой целью как в обеднен�
ные, так и в обогащенные питательные
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Добавление экстракта лекарственного растения Ungernia victoris в бактериальную питательную
среду существенно повышает выход биомассы клеток и целевого протеина штаммов ITG�1 (проду�
цент рекомбинантного NH2� концевого фрагмента β�галактозидазы) и ITG�71Δ (продуцент рекомби�
нантного химерного полипептида с иммунологическими свойствами ВИЧ� протеина Env�1).

При использовании относительно бедной среды LB низкие концентрации экстракта (0,25, 0,5
и 1%) стимулирующего эффекта не обеспечивают. В то же время присутствие экстракта в более вы�
соких концентрациях (2,0, 5,0 и 10%) способствует повышению уровня биомассы и увеличению об�
щего содержания целевого протеина на единицу объема среды у обоих штаммов.

Результаты опытов, проведенных с использованием среды LB, показывают потенциальную  спо�
собность экстракта U. victoris повышать конечный выход целевого продукта за счет двух механизмов —
повышения выхода биомассы и возрастания процентного содержания рекомбинантного полипепти�
да в тотальном клеточном протеине.

В отличие от результатов, полученных на среде LB, на обогащенной среде, обычно используемой
для промышленного культивирования штаммов�продуцентов, концентрации экстракта 2,0, 5,0
и 10% не только не стимулируют, но даже демонстрируют устойчивую тенденцию к угнетению ко�
нечного выхода биомассы и целевого полипептида. При этом добавление экстракта U. victoris к обо�
гащенной среде в более низких концентрациях (0,25–1%) приводит, как правило, к значительному
увеличению выхода целевых протеинов обоих штаммов.

Полученные данные соответствуют полученным нами ранее для бесплазмидных штаммов и под�
тверждают общие закономерности, согласно которым добавление экстракта лекарственного расте�
ния в высоких концентрациях к обедненной, а в низких — к обогащенной среде способствует суще�
ственному повышению выхода биомассы и целевого рекомбинантного протеина на единицу объема
среды культивирования.
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среды вносят добавки либо неопределенного
состава (гидролизаты продуктов животного
происхождения) [1], либо индивидуальные
вещества (энзимы, микроэлементы, амино�
кислоты) [2–4]. Перспективным представ�
ляется также использование биологически
активных веществ и комплексов, источни�
ком которых могут быть продукты расти�
тельного происхождения. В микробиологи�
ческой практике достаточно широко
применяют соевый гидролизат [5, 6] и кар�
тофельно�глицероловую среду [7] — для об�
наружения бактериальной контаминации,
наработки рекомбинантных штаммов и диф�
ференциальной диагностики инфекцион�
ных заболеваний. В связи с тем, что в пос�
леднее время большое значение придается
проблемам биоэтики, защиты прав живот�
ных и охраны окружающей среды, вопрос
альтернативного использования раститель�
ных продуктов для изготовления бактери�
альных питательных сред обсуждается все
шире [8]. Особенно перспективными добав�
ками к бактериальным питательным средам
могут быть экстракты лекарственных расте�
ний, у которых обнаружена различная  био�
логическая активность, проявляющаяся
как в эукариотических, так и в прокариоти�
ческих системах [9–11]. В предшествующей
работе [12] мы показали стимулирующее
влияние экстракта лекарственного растения
Ungernia victoris на накопление биомассы
трех бесплазмидных штаммов E. coli и вы�
сказали предположение, что подобное влия�
ние возможно и в отношении синтеза целевого
полипептида, кодируемого последователь�
ностью, встроенной в рекомбинантную плаз�
миду. В настоящей работе изучено и сопо�
ставлено влияние экстракта U. victoris
в качестве добавки к двум различным пита�
тельным средам на накопление биомассы
клеток и выход целевого продукта в одном
и том же эксперименте.

Материалы и методы

Бактерии. В работе использованы плаз�
мидные, ампициллинустойчивые, темпера�
туроиндуцибельные штаммы: ITG�1 —
продуцент рекомбинантного N�концевого
фрагмента β�галактозидазы [13] и ITG�71Δ —
продуцент рекомбинантного химерного поли�
пептида с иммунологическими свойствами
ВИЧ�протеина Env�1 [14]. Оба штамма явля�
ются собственностью НПК «Диапроф�Мед».

Питательные среды. Использованы сре�
ды LB (Луриа–Бертани) и обогащенная сре�
да на солевой основе М9 [15].

Жидкая обогащенная среда содержала
(на 1 л): триптона — 10 г; дрожжевого
экстракта — 5 г; Na2HPO4 — 6 г; KH2PO4 —
3 г; NH4Cl — 1 г; NaCl — 0,5 г; 1 М MgSO4 —
2 мл; 1 М CaCl2 — 0,1 мл; 20%�й глюкозы —
10 мл.

Растительный экстракт добавляли в кон�
центрации от 0,25 до 10%. Как и в предыду�
щей работе [12], диапазон концентраций
был подобран так, чтобы в него вошли как
низкие концентрации (0,25–1%), обычно
считающиеся наиболее приемлемыми для
технологического выращивания, так и вы�
сокие (2–10%), представляющие интерес
с точки зрения максимального влияния
экстракта в составе обедненной и обогащен�
ной сред.

Растительный экстракт. Раститель�
ный экстракт получали в виде 40%�й эта�
нольной настойки. Конечное соотношение
спирт:биомасса составляло 10:1. Экстракт
упаривали при помощи вакуумно�ротацион�
ного испарителя при температуре 40 °С поч�
ти до сухого остатка и растворяли в стериль�
ной дистиллированной воде до исходного
объема. В качестве источника экстракта ис�
пользовали биомассу клеток унгернии Вик�
тора (Ungernia victoris Vved ex Artjuschen�
ko) из семейства Amaryllidaceae (штамм
UV�2, коллекционный №10 ККК ИМБиГ
НАН Украины, Киев).

Процедура выращивания культур. Из
материала производственных криоконсер�
вированных аликвот обоих штаммов — ITG�
1 и ITG�71Δ — получали отдельные колонии
на твердой питательной среде с добавлением
экстракта U. victoris; контрольные варианты
выращивали на среде, не содержащей экст�
ракта. С каждой из чашек отбирали по наи�
более крупной колонии и переносили в про�
бирку, которая содержала 4 мл среды
с концентрацией экстракта, соответствую�
щей концентрации в чашке, а колонию
с чашки без экстракта вносили соответ�
ственно в пробирку со средой без экстракта
(контроль). Ампициллин добавляли до ко�
нечной концентрации 200 мкг/мл. Культу�
ры выращивали на шейкере в течение ночи,
в режиме 170 об/мин при 32 °С. На следую�
щий день 80 мкл полученного инокулята
вносили в 4 мл свежей среды с добавлением
экстракта до соответствующей концентра�
ции. Культуры выращивали в тех же усло�
виях до достижения ими средней фазы лога�
рифмического роста и проводили индукцию
биосинтеза целевых полипептидов путем
инкубации пробирок с культурами на водя�
ной бане при 42–44 °С в течение 30 мин.
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В дальнейшем культуры выращивали при
37 °С в течение 4 ч.

Электрофорез протеинов проводили
в 12%�м полиакриламидном геле [16]. Рас�
положение полос, соответствующих целе�
вым полипептидам, показано на рисунке.

Процентное содержание целевых поли6
пептидов в суммарном клеточном протеине
определяли с помощью специализированно�
го программного продукта для молекуляр�
ной биологии Scion Image.

Статистическая обработка данных. 
Результаты опытов обрабатывали ста�

тистически с использованием t�критерия
Стьюдента [17].

Результаты и обсуждение
Исходя из того, что на более бедной пита�

тельной среде стимулирующий эффект био�
логической добавки должен проявляться
полнее, для первых экспериментов была
выбрана среда LB как относительно бедная
по составу. Установлено, что на этой среде
низкие концентрации экстракта (0,25, 0,5
и 1%) стимулирующего эффекта не обеспе�
чивают. В то же время присутствие экстрак�
та в более высоких концентрациях (2,0, 5,0
и 10%) способствовало повышению биомас�
сы и увеличению общего содержания целе�
вого протеина на единицу объема среды
у обоих штаммов (табл. 1).

1    2       3     4      5     6     7       M            8      9    10    11

Электрофореграмма полипептидов индуцированных биомасс штамма E. coli
ITGc1 — продуцента рекомбинантного протеина ββcгалактозидазы (треки 1–7) и растворенных 

в 8 М мочевине телец включений штамма E. coli ITGc71ΔΔ — продуцента рекомбинантного аналога
протеина оболочки env1 ВИЧc1 (треки 9–11); 8 — хроматографически очищенный протеин env1 ВИЧc1;

M — протеиныcмаркеры молекулярных масс (Merck, №4): стрелками обозначены целевые протеины.
Электрофорез проводили в 10%�м PAAG�SDS

Таблица 1. Влияние высоких концентраций экстракта Ungernia victoris на выход биомассы 
и целевого полипептида штаммов — продуцентов ITGc1 и ITGc71ΔΔ на среде LB

Штамм Концентрация
экстракта,%

Количество 
опытов, n

Конечная ОП600
культуры,% от
контроля, M±m

Отношение удельного соc
держания целевого полиc
пептида опыт/контроль,

M±m

Конечное содержание
целевого полипептида

на ед. объема,% от
контроля, M±m

ITG�1

2 4 114,53 ± 1,30* 1,22 ± 0,03 139,32 ± 2,93***

5 3 128,80 ± 3,85* 1,07 ± 0,01 137,32 ± 4,02**

10 2 145,94 ± 0,46** 0,86 ± 0,08 125,13 ± 5,08*

ITG�71Δ

2 3 119,85 ± 1,52* 1,22 ± 0,23 146,54 ± 7,40**

5 4 126,82 ± 3,78** 1,04 ± 0,11 130,50 ± 10,69*

10 4 142,32 ± 8,70** 1,22 ± 0,15 173,16 ± 6,85**

Примечание: * — Р < 0,05;  ** — Р < 0,01;  *** — Р < 0,001 — уровни достоверного различия между опыт�
ным и контрольным вариантом (в этой и следующих таблицах).

ENV�178,0

ITG�1

42,7

66,2
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Таким образом, результаты опытов, про�
веденных с использованием среды LB, пока�
зали принципиальную способность экстрак�
та U. victoris повышать конечный выход
целевого продукта за счет либо повышения
выхода биомассы, либо возрастания проце�
нтного содержания рекомбинантного поли�
пептида в тотальном клеточном протеине.

Следующую серию опытов выполняли на
обогащенной среде, обычно используемой
для промышленного культивирования боль�
шинства штаммов�продуцентов. Схема ис�
следования была идентична применяемой
на среде LB как в отношении подготовки
инокулята, так и первоначально используе�
мых концентраций экстракта. В отличие от
результатов, полученных на среде LB,
экстракт в концентрациях  2,0, 5,0 и 10% не
только не повышает, но даже понижает
конечное содержание целевого протеина на
единицу объема питательной среды
(табл. 2). Хотя это понижение не имеет ста�
тистически достоверного характера, сово�
купность полученных результатов отражает

устойчивую тенденцию к угнетению конеч�
ного выхода целевого продукта высокими
концентрациями растительной добавки на
обогащенной среде. Подобный результат
был получен также в работе [2], где авторы
показали более высокую эффективность до�
бавок в составе бедных сред по сравнению с
обогащенными.

Поскольку на обогащенной среде высо�
кие концентрации экстракта U. victoris не
дали желаемого эффекта, а также в связи
с тем, что такие концентрации добавок
(2,0–10%) применительно к крупномасш�
табному культивированию не считаются
технологичными, было изучено влияние
более низких (0,25–1%) концентраций
экстракта на культуру, выращиваемую на
обогащенной среде. Результаты этого изуче�
ния показаны в табл. 3.

Как следует из представленных данных,
добавление экстракта U. victoris к обогащен�
ной среде в концентрации 0,25–1% приводит
(в большинстве опытов) к значительному
и статистически достоверному увеличению

Таблица 2. Влияние высоких концентраций экстракта Ungernia victoris на выход биомассы 
и целевого полипептида штаммов — продуцентов ITGc1 и ITGc71ΔΔ на обогащенной среде

Штамм Концентрация
экстракта,%

Количество 
опытов, n

Конечная ОП600
культуры,% от
контроля, M±m

Отношение удельного
содержания целевого

полипептида
опыт/контроль, M±m

Конечное содержание
целевого полипептида

на ед. объема,% от
контроля, M±m

ITG�1 

2 3 97,85 ± 1,93 0,91 ± 0,06 89,64 ± 7,34

5 3 91,22 ± 5,97 0,91 ± 0,03 83,18 ± 4,46

10 1 113,41 0,83 94,13  

ITG�71Δ 2 2 87,87 ± 5,52 0,84 ± 0,19 74,45 ± 16,25

Таблица 3. Влияние низких концентраций экстракта Ungernia victoris на выход биомассы 
и целевого полипептида штаммов — продуцентов ITGc1 и ITGc71ΔΔ на обогащенной среде

Штамм Концентрация
экстракта,%

Количество 
опытов, n

Конечная ОП600
культуры,% от
контроля, M±m

Отношение удельного соc
держания целевого полиc
пептида опыт/контроль,

M±m

Конечное содержание
целевого полипептида

на ед. объема,% от
контроля, M±m

ITG�1

0,25 3 109,98 ± 6,70 1,42 ± 0,19 157,72 ± 27,39

0,5 9 118,84 ± 6,95* 1,21 ± 0,14 146,99 ± 18,93*

1 8 115,14 ± 3,76* 1,26 ± 0,14 148,17 ± 20,19*

ITG�71Δ

0,25 3 112,29 ± 16,90 1,29 ± 0,33 41,26 ± 29,59*

0,5 3 143 ± 17,75 0,96 ± 0,04 136,18 ± 10,75*

1 4 138,34 ± 29,49 0,96 ± 0,01 133,09 ± 30,02
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выхода целевых протеинов обоих штаммов.
В двух случаях (0,25% экстракта, штамм
ITG�1, и 1% экстракта, штамм ITG�71Δ) от�
сутствие достоверности повышения выхода
целевого полипептида можно объяснить
значительным разбросом результатов в от�
дельных опытах. 

В целом, результаты настоящей работы
соответствуют полученным нами ранее дан�

ным для бесплазмидных штаммов E. coli
M17, JM109 и HB101, что свидетельствует о
наличии общих закономерностей, согласно
которым добавление экстракта лекарствен�
ного растения в высоких концентрациях к
обедненной и в низких концентрациях к
обогащенной среде способствует значитель�
ному повышению количества биомассы и це�
левого рекомбинантного протеина на едини�
цу объема среды культивирования.
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ПІДВИЩЕННЯ ПРОДУКТИВНОСТІ 
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Escherichia coli ЗБАГАЧЕННЯМ 
ЖИВИЛЬНОГО СЕРЕДОВИЩА

ДОМІШКОЮ РОСЛИННОГО ПОХОДЖЕННЯ
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Збагачення екстрактом лікарської рослини
Ungernia victoris бактеріального живильного се�
редовища істотно підвищує вихід біомаси клітин
та цільового протеїну штамів ITG�1 (продуцент
рекомбінантного NH2�кінцевого фрагмента β� га�
лактозидази) і ITG�71Δ (продуцент рекомбінант�
ного химерного поліпептиду з імунологічними
властивостями ВІЛ� протеїну Env�1).

У разі використання відносно бідного сере�
довища LB низькі концентрації екстракту
(0,25, 0,5 і 1%) стимулювального ефекту не за�
безпечують. Водночас присутність екстракту в
більш високих концентраціях (2,0, 5,0 та 10%)
сприяє підвищенню рівня біомаси та збільшен�
ню загального вмісту цільового протеїну на
одиницю об’єму середовища в обох штамів.

Результати дослідів, проведених з викорис�
танням середовища LB, показують потенціаль�
ну здатність екстракту U. victoris підвищувати
кінцевий вихід цільового продукту за рахунок
двох механізмів — збільшення виходу біомаси
та росту відсоткового вмісту рекомбінантного
поліпептиду в тотальному клітинному протеїні.

На відміну від результатів, отриманих на
середовищі LB, на збагаченому середовищі,
яке зазвичай використовують для промислово�
го культивування штамів�продуцентів, конце�
нтрації екстракту 2,0, 5,0 та 10% не тільки не
стимулюють, але навіть демонструють стійку
тенденцію до пригнічення кінцевого виходу
біомаси та цільового поліпептиду. При цьому
додавання екстракту U. victoris до збагаченого
середовища в нижчих концентраціях (0,25–1%)
як правило, зумовлює значне збільшення ви�
ходу цільових протеїнів обох штамів.

Отримані дані відповідають одержаним на�
ми раніше для безплазмідних штамів і підтвер�
джують загальні закономірності, згідно з яки�
ми додавання екстракту лікарської рослини
в високих концентраціях до збідненого, а в
низьких — до збагаченого середовища сприяє
істотному підвищенню виходу біомаси та цільо�
вого рекомбінантного протеїну на одиницю
об’єму середовища культивування.

Ключові слова: рекомбінантний протеїн, E. coli,
екстракт Ungernia victoris, живильне середовище.
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Addition of medicinal plant Ungernia victo6
ris extract to bacterial nutrient medium rises
significantly yield of cell biomass and target pro�
tein of strains ITG�1 (producer of recombinant
NH2�terminal fragment of β�galactosidase) and
ITG�71Δ (producer of recombinant chimerical
polypeptide with immunological properties of
HIV protein Env�1).

When relatively poor LB medium is used, low
concentrations of extract (0.25, 0.5 and 1%) do
not ensure effect of stimulation. At the same
time the presence of extract in higher concentra�
tions (2.0, 5.0 and 10%) acts to rise further
increasing of biomass level and total content of
target protein on unit of medium volume for
both strains.

So the results of experiments carried with
use of LB medium demonstrate principle ability
of U. victoris extract for raising final yield of
target product at the expense of two mecha�
nisms — increase of biomass yield and growth of
percentage of recombinant polypeptide in total
cell protein.

Unlike the results obtained in LB medium,
extract of 2.0, 5.0 and 10% concentrations in
enriched medium that is in use usually for indus�
trial cultivation of strains�producers demon�
strates even stable tendency to inhibition of final
yield of biomass and target polypeptide aside
from stimulate. For all that addition of U. victoris
extract to enriched medium in more low concen�
trations (0.25–1%) results as a rule in significant
yield increasing of target proteins for both
strains.

Data obtained correspond to our data
received earlier for plasmidless strains and
prove general regularities according to that ones
addition of medicinal plant extract in high con�
centrations to poor medium and in low concen�
trations to enriched one facultates significant
rise of biomass and target protein yields per unit
volume of cultivation medium.

Key words: recombinant protein, E. coli,
Ungernia victoris extract, nutrient media.




