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Аннотация. Проведена генная модификация белка GDF-11, направленная на усиле-
ние его устойчивости к протеолизу и создание, синтез плазмид для его экспрессии. Син-
тез плазмид генно-модифицированного белка проводили в ЗАО «Евроген» (Москва) с ис-
пользованием метода циклической сборки из олигонуклеотидов (PCA, рolymerase cycling 
assembly). Разработан новый сшитый белок GDF-11 (генная модификация) с использовани-
ем циклизации. В аминокислотные последовательности белка GDF-11 введены два амино-
кислотных остатка цистеина (С) на основе двухкомпонентных (2C) групп. Для повышения 
стабильности пептидных последовательностей в исследуемом белке была проведена замена 
L-аминокислот на D-аминокислоты. Для получения белка GDF-11 (генно-модифицирован-
ного) ДНК-матрицу для выбранного необходимо включить в вектор, специфичный для хозя-
ина, в данном случае, в клетки E. coli. Полученная модификация белка, возможно, позволит 
усилить  биодоступность, устойчивость к протеолизу и, соответственно, биологическую 
активность. Заключительные выводы об эффективности генной модификации известного 
белка следует сделать после подтверждения в экспериментах in vitro и in vivo.
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Abstract. The GDF-11 protein was genetically modified to enhance its resistance to proteol-
ysis and creatinine, and plasmid synthesis for its expression was carried out. Plasmid synthesis of 
a genetically modified protein with the conditional name GDF-11 (gene modification) was carried 
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out at CJSC "Eurogen" (Russia, Moscow) using the method of cyclic assembly from oligonucle-
otides (PCA, polymerase cycling assembly). A new cross-linked protein GDF-11 (gene modifi-
cation) using cyclization has been developed. Two amino acid residues of cysteine (C) based on 
two-component (2C) groups were introduced into the amino acid sequences of GDF-11 protein. 
To increase the stability of peptide sequences in the studied protein, L-amino acids were replaced 
with D-amino acids. To obtain the GDF-11 protein (genetically modified), the DNA matrix for the 
selected one must be included in a protein-specific vector, in this case, in E. coli cells. The result-
ing protein modification may enhance bioavailability, resistance to proteolysis and, accordingly, 
biological activity. Final conclusions about the effectiveness of gene modification of a known 
protein should be made after confirmation in vitro and in vivo experiments.

Keywords: recombinant protein, food systems, gene synthesis, genetic modification, biolog-
ical properties, functional ingredient
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Введение. Рекомбинантные белки 
являются продуктами технологии реком-
бинантной ДНК, которая включает в себя 
введение генетически модифицированно-
го гена белка в клетку организма-хозяина. 
Эта технология уже широко используется 
для получения многих рекомбинантных 
белков [1], например, в получении иден-
тичных человеку белков и гормонов, а 
также в пищевой промышленности (в про-
изводстве некоторых ферментов) [2].

Однако синтез функциональных ин-
гредиентов на основе рекомбинантного 
белка не проводится. Это прежде всего 
связано с тем, что на основании Федераль-
ного закона от 03.07.2016 № 358-ФЗ «О 
внесении изменений в отдельные законо-
дательные акты Российской Федерации в 
части совершенствования государствен-
ного регулирования в области генно-ин-
женерной деятельности» использование 
продукции с генно-модифицированными 
организмами запрещено. Однако научные 
исследования в области рекомбинантных 
белков разрешены.

Возможно,  по мере развития генной 
модификации биологически активных ве-
ществ и появления доказательств безопас-
ности применения для здоровья человека, 
производство пищевых белков, пептидов 
генной модификации, в том числе в ка-
честве функциональных ингредиентов 
станет возможным при условии эконо-
мической целесообразности. Она, в част-
ности, подтверждена модельными иссле-
дованиями рекомбинантной продукции 
ферментов грибами [3], бактериальной 
продукции α-лактальбумина сывороточ-

ного белка [4], биологической активности 
пептидов [5, 6].

Рекомбинантное производство бел-
ков было показано для всех классов ми-
кроорганизмов, включая, например, бак-
терию Escherichia coli [7], дрожжи Pichia 
pastoris [8] и нитчатый гриб Rhizopus [9]. 
При этом выбор микроорганизма для про-
изводства белка имеет важные послед-
ствия для выхода, чистоты и посттрансля-
ционных модификаций синтезированного 
белка [10]. Для производства функцио-
нальных ингредиентов на основе белков 
все эти аспекты важны, поскольку низ-
кий выход и (или) низкая чистота делают 
массовое производство пищевых белков 
неэкономичным, тогда как модификации 
после трансляции нужны для достижения 
необходимых функциональных свойств.

Технологии получения функцио-
нальной пищевой продукции представле-
ны в работах [11–14].

Бактериальный синтез рекомбинант-
ных белков обычно приводит к получе-
нию белков, которые не модифицируются 
посттрансляционно, как было показано в 
исследовании по отсутствию фосфори-
лирования рекомбинантного β-казеина 
человека и β-лактоглобулина крупного 
рогатого скота. Отмечено, что синтез ре-
комбинантного β-лактоглобулина, кото-
рый не модифицируется посттрансляци-
онно в своей бычьей форме, приводит к 
получению белка с аналогичным фолдин-
гом и функциональностью [15].

Совершенствование технологий экс-
прессии белков способствует снижению 
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стоимости рекомбинантных белков, что 
представляет интерес для производства 
продуктов питания и функциональных ин-
гредиентов на их основе.

Для синтеза рекомбинантных мо-
лочных белков, независимо от использу-
емого вида микроорганизмов, в качестве 
ДНК-матрицы применяют гены человече-
ского и коровьего молока, что позволяет 
синтезировать белки, используемые в со-
ставе детской молочной смеси [16].

Одним из перспективных функци-
ональных ингредиентов является белок 
GDF-11, который экспрессируется в основ-
ном в селезенке, почках и головном мозге 
и предотвращает процессы старения ор-
ганизма. С возрастом количество данного 
белка снижается [17], при этом полное его 
отсутствие несовместимо с жизнью [18]. 
Полученный с пищей экзогенный GDF-11 
может ослаблять гипертрофию сердца и 
фиброз при перегрузке давлением у мы-
шей дозозависимым образом и не токсичен 
в высоких дозах [19]. Данные результаты 
свидетельствуют, что при патологических 
состояниях GDF-11 способен оказывать 
кардиопротекторное действие.

Белки при попадании в желудоч-
но-кишечный тракт подвергаются фер-
ментативному гидролизу, что приводит к 
ослаблению биологической активности. 

С помощью биоинженерии можно 
изменить белок GDF-11 и создать новый 
потенциальный биологически активный 
белок для перорального применения с за-

данными функциональными свойствами и 
сохранением или усилением свойств ис-
ходного белка.

Целью исследований явилось 
проведение генной модификации белка 
GDF-11, направленное на усиление его 
устойчивости к протеолизу и создание, 
синтез плазмид для его экспрессии.

Методы исследований. В качестве 
исходного белка для генной модификации 
использован белок GDF-11, характеристи-
ки которого были получены из базы дан-
ных Национального центра биотехнологи-
ческой информации (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/gene/10220#gene-expression).

Белок GDF-11 также известен под 
названиями VHO, BMP11 и BMP-11ген 
и кодируется 12 хромосомой (рис. 1). Он 
экспрессируется в большинстве органов 
человека. При этом наибольшая экспрес-
сия отмечена в головном мозге, кишечни-
ке, яичниках и простате. Белок относится 
к семейству белков TGF-бета (фактор ро-
ста) и предотвращает процесс старения 
органов и тканей.

Синтез плазмид генно-модифици-
рованного белка с условным названием 
GDF-11 (генная модификация) проводили 
в  ЗАО «Евроген» (Россия, Москва) с ис-
пользованием метода циклической сбор-
ки из олигонуклеотидов (PCA, рolymerase 
cycling assembly). Сначала были синтези-
рованы олигонуклеотиды, комплементар-
ные либо одной, либо другой цепи гена, 
перекрывающиеся участками в 20–30 пар 

Рисунок 1 – Кодирование белка GDF-11 хромосомой 12 -NС_000012.12
Figure 1 – GDF-11 protein coding by 12 -NC_000012.12 chromosome
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оснований. Затем с помощью ДНК-поли-
меразы достроены цепи с заполнением 
промежутков между олигонуклеотидами. 
На последнем этапе сконструированный 
ген амплифицировался путем стандартной 
ПЦР. Последовательности, кодирующие 
белок GDF-11 (генная модификация), по-
сле амплификации обрабатывали эндону-
клеазами рестрикции BamHI, XhoI и кло-
нировали в вектор pET-25b(+) по сайтам 
узнавания этих ферментов. Клоны были 
отсеквенированы методом Сэнгера.

Результаты исследований и их об-
суждение. Создание пищевой продукции 
функционального и специализированного 
назначения на основе биологически ак-
тивных белков является сложной задачей 
в связи с действием ферментов, начиная с 
амилазы и липазы, обнаруженных в слю-
не и расщепляющих белки на пептиды и 
более мелкие молекулы. При попадании в 
желудок белки подвергаются кислотному 
воздействию и протеолизу катепсином и 
пепсином. Даже если пептид, полученный 
при гидролизе белка в желудке, остается 
интактным, то в просвете тонкой кишки 
происходит изменение кислотности и об-
разуется большое количество протеоли-
зирующих ферментов, включая трипсин, 
химотрипсин и карбоксипептидазу.

По сравнению с биологическими 
препаратами период полураспада пепти-
дов в крови значительно короче (дни по 
сравнению с неделями), что может приво-
дить к снижению их эффективности. Для 
сохранения и усиления биологических 
свойств пептидов можно использовать не-
сколько способов, например, циклизацию. 

Методы циклизации широко исполь-
зовались в области производства пептидов 
и достигались несколькими способами: 
циклизации от головки к хвосту, от голов-
ки (хвоста) к боковой цепи или от боковой 
цепи к боковой цепи. Тип циклизации от 
боковой цепи к боковой цепи называет-
ся сшиванием. Данный метод позволяет 
зафиксировать пептид в желаемой кон-
формации. Сшивание пептидов обычно 
используется для улучшения вторичной 
структуры пептида, такой как α-спирали 
и β-витки, что может улучшить сродство 
связывания с мишенью и усилить биоло-
гические свойства и доступность [20].

Существуют две подгруппы пептид-
ных сшивающих средств (ПС): одноком-

понентные (1C) и двухкомпонентные (2C). 
В однокомпонентном пептидном сшива-
нии (1C-PS) имеется внутримолекуляр-
ная связь между часто неестественными 
боковыми цепями аминокислот и может 
допускаться циклизация в зависимости от 
вторичной структуры.

Нами разработан новый сшитый 
белок GDF-11 (генная модификация) с 
использованием циклизации. В частно-
сти, в аминокислотные последователь-
ности белка GDF-11 TVDFEAFGWD и 
FMQKYPHTHL введены два аминокис-
лотных остатка цистеина (С) на осно-
ве двухкомпонентных (2C) групп и по-
лучены следующие – TСDFEAFGСD и 
FСQKYPHTСL.

Для повышения стабильности  
пептидных последовательностей в ис-
следуемом белке была проведена замена 
L-аминокислот на D-аминокислоты. Так, 
у D-аминокислотной последовательности 
снижено распознавание субстрата и срод-
ство к связыванию с протеолитическими 
ферментами [21]. Примером увеличения 
периода полураспада биологически ак-
тивного пептида является модификация 
соматостатина до октреотида, использу-
емого для лечения опухолей желудоч-
но-кишечного тракта. Аминокислотная 
последовательность октреотида включает 
две D-аминокислоты, тогда как сомато-
статин состоит только из L-аминокислот. 
В результате период полувыведения уве-
личивается от нескольких минут для сома-
тостатина до 1,5 часов для октреотида, что 
усиливает биологическое действие [22].

Проведен синтез двух генов, коди-
рующих GDF-11 (генная модификация), и 
клонирование синтезированных последо-
вательностей в вектор pET-25b(+). В  роли 
продуцента для экспрессии нового белка  
предполагается применять E. coli, что по-
зволяет получить чистый белок с приме-
нением плазмид без введения антибиоти-
ков. В таблице 1 представлены праймеры 
для синтеза генов белка GDF 11 (генная 
модификация). На рисунке 2 дана хрома-
тограмма праймеров для синтеза генов 
GDF 3 F (генная модификация).

Для получения белка GDF-11 (ген-
но-модифицированного) ДНК-матрицу 
для выбранного необходимо включить в 
вектор, специфичный для хозяина, в дан-
ном случае, в клетки E. coli. Этот вектор
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состоит из промотора, который может 
быть либо индуцируемым, либо консти-
тутивным; сигнального пептида, который 
либо специфичен для хозяина, либо явля-
ется частью гена белка; затем ДНК, коди-
рующей сам белок.

В качестве используемого вектора 
будет плазмида, праймеры которой пока-
заны в таблице 1.

Заключение. Полученная модифи-
кация белка, возможно, позволит усилить  
биодоступность, устойчивость к проте-
олизу и, соответственно, биологическую 
активность.

Заключительные выводы об эффек-
тивности генной модификации извест-
ного белка следует сделать после под-
тверждения в ходе экспериментов in vitro 
и in vivo.

В дальнейшем при положительном 
результате нового белка целесообразно 
будет рассмотреть его использование в 
качестве функциональных ингредиентов, 
но только на экспериментальных жи-
вотных в целях развития возможности 
применения технологий генного модифи-
цирования в пищевой отрасли в научных 
исследованиях.

Таблица 1 – Праймеры для синтеза генов белка GDF 11
Table 1 – Primers for the synthesis of GDF 11 protein genes

Название гена Название 
праймера Последовательность праймера, 5’–3’

Последовательность, 
кодирующая белок 
GDF-11 (генная 
модификация)

GDF 3 F TGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCaAA
CggtGGTCTTGACTGCGATGAACA

GDF 4 R CGACCGTCAGCGGATAACGACAACAGCGGCTTT
CtacGGAATGTTCATCGCAGTCAAGAC

GDF 5 F CCGCTGACGGTCGATTTCGAAGCGTTCGGCTGGG
ATTGGATCATTGCTCCGCGCCGTTAC

GDF 6 R GCAgttGCCAGAGCAATAGTTTGCTTTGTAACGGC
GCGGAGCAATG

GDF 7 F GCTCTGGCCAGTGCGAGTACATGTTTATGCAGAA
ATATCCGCACACCCATTTAG

GDF 8 R GGGCCCGCGCTACAGCGCGGATTGGCCTGCTGT
ACTAAATGGGTGTGCGGATATT

GDF 9 F GCGCGGGCCCGTGCTGCACACCTACCAAGATGT
CGCCCATTAAC

GDF 10 R TGTTGTTTGTCATTAAAGTACAGCATGTTAATGG
GCGACATCTTGGTAGG

GDF 11 F TGCTGTACTTTAATCCTAAACTTCAGATTATTTAT
GGTAAGATCCCACGTATGGTGGTT

GDF 12 R TCGAGACTACATCCGCATCGATCAACCACCATAC
GTGGGATCTTA

GDF 13 R TGCGGATGTAGTCTCGAGATCAAACGGGCTAGC
CAGCCAGAACTCGCCCCGGAAG
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