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24. ОТРИМАННЯ РЕКОМБІНАНТНИХ УРЕАЗОПРОДУКУЮЧИХ 

ШТАМІВ ESCHERICHIA COLI  

Т.Д. Соколовський, І.Д. Ковшар 

Національний університет харчових технологій, Київ, Україна 

 

Вступ. Сечовина в алкогольному напої реагує з етанолом  утворенням 

канцерогенного етилкарбамату. Тому отриманні біобезпечних продуцентів 

фермента уреази для зниження вмісту сечовини у вині залучило великий 

дослідницький інтерес. 

Результати дослідження. Cтруктурні гени уреази з клітин грамнегативної 

бактерії Providencia rettgeri були ефективно експресовані в клітини Escherichia 

coli в активній формі (апоуреаза), що виявляє як уреазну, так і уретаназну 

(гідролізуючу EC) активність. Питомі активності очищеної апоуреази були 

порівняно низькими, які становили 2,1 од/мг для уреази та 0,6 од/мг для уретанази 

відповідно (Liu et al., 2017). Білок уреазу очищали 331-кратно за допомогою 

хроматографії DEAE-сефарози, феніл-сефарози, моно-Q і феніл-суперози. Після 

ренатурації та очищення питома активність уреази та уретанази досягла 10,7 та 

3,8 од/мг, що у 5,62 та 6,33 рази більше, ніж у апоуреази, відповідно. Фермент мав 

Km для сечовини 9,3 мМ і гідролізованої сечовини при Vmax 7100 μмоль/хв на мг 

(Liu et al., 2017).  Було сконструйовано  рекомбінантний повнорозмірний кластер 

генів уреази in vitro  зі штаму  Campylobacter sputorum biovar paraureolyticus  та 

експресовані в клітини Escherichia  coli.  Була виявлена уреазо-позитивна реакція 

(1,885 μмол/хв/мг білка) у культивованих у логарифмічній фазі клітинах E. coli, 

трансформованих вектором pGEM-T, що несе кластер рекомбінантних 

повнорозмірних генів уреази (Nakajima et al., 2014).  

Патогенні бактерії Helicobacter pylori виробляють викоактивну уреазу, яка 

відіграє негативну роль при гастродуоденальних захворюваннях. Гени, що 

кодують уреазу H. pylori, металофермент, що містить нікель, можуть бути 

клоновані і експресовані в клітини Escherichia coli (Hu & Mobley, 1993). E. coli, 
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що містила рекомбінантні гени уреази H. pylori, вирощувалася в мінімальному 

середовищі, що не містила амінокислот, а концентрація NiCl2 становила 0.75 

мікромол. У цих умовах E. coli проявляла активність уреази до 87 мкмоль 

сечовини за хвилину на мг білка, що наближалося до рівня дикого типу H. pylori 

(100 мкмоль сечовини за хвилину на мг білка) з якого були клоновані гени. Гени 

уреази H. pylori  були експресовані в клітини E. сoli (Cussac et al., 1992). 

Субклонування рекомбінантної косміди, вектора, який використовується для 

клонування великих послідовностей ДНК, pILL585, з подальшим рестрикційним 

аналізом призвело до клонування фрагмента розміром 11,2 кб (pILL753), що 

дозволило отримати активність уреази 0,83 ± 0,39 мкмоль гідролізованої сечовини 

в хвилину/мг за умов обмеження азоту у середовищі.  

Висновок. Отримання біобезпечних рекомбінантних уреазопродукуючих 

штамів Escherichia coli  шляхом єкспрессії структурних генів ферменту бактерій з 

високою уреазною активністю можливе, проте активність уреази у отриманих 

штамів є досить низькою. 
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