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в настоящее время бактериофаги рассматриваются как альтернатива антибиотикам для профилактики и те-
рапии инфекционных заболеваний, вызываемых бактериями, в частности холеры. цель работы – продемонстри-
ровать метод получения синтетического бактериофага, специфически активного в отношении Vibrio cholerae. 
в качестве объекта выбран вибриофаг N4. материалы и методы. последовательность генома вибриофага N4 
(38,5 тыс. п.о.) взята из базы данных NCBI GenBank. последовательность была разбита на генные блоки (1500–
2000 п.о.). генные блоки, в свою очередь, разбиты на олигонуклеотиды. разбиение последовательности прово-
дилось с помощью разработанного нами программного обеспечения BAC-browser. олигонуклеотиды были хими-
чески синтезированы. из них собраны генные блоки. затем из полученных генных блоков синтезирован полный 
геном вибриофага N4. сборка синтетического генома проходила в два этапа. на первом этапе получены кассеты 
генных блоков по 5–7 штук размером от 7 до 10,5 тыс. п.о. с помощью гомологичной рекомбинации в дрожжах. 
затем полученные кассеты амплифицированы и использованы для сборки in vitro с помощью 5’-3’-экзонуклеазы 
и термостабильной днк-полимеразы. полученный препарат использовался для электропорации клеток V. chole-
rae. результаты и обсуждение. синтетический геном вибриофага N4 был доставлен с помощью электропорации 
в штамм V. cholerae M818 O1 биовар эль тор. в результате наблюдалось образование литических бляшек на газо-
не V. cholerae. разработанный нами спектр технологий: программное обеспечение для дизайна сборок, ферменты 
и буферы для синтеза генных блоков и их сшивки методом гомологичной рекомбинации in vitro, метод получения 
сборок крупного размера в дрожжах – можно использовать для получения искусственных бактериофагов с рацио-
нальным дизайном генома.
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Abstract. At present, bacteriophages are considered as an alternative to antibiotics in prevention and treatment of 
bacterial infections, in particular cholera. The aim of the work was to demonstrate a method to obtain synthetic bacte-
riophage against Vibrio cholerae. Vibriophage N4 was selected as a subject for the study. Materials and methods. The 
genome sequence of vibriophage N4 (38.5 kb) was taken from the NCBI GenBank database. The sequence was divided 
into gene blocks  of 1500–2000 bp. The gene blocks, in turn, were split into oligonucleotides. Sequence partitioning was 
carried out using the BAC-browser software that we have developed. Oligonucleotides were chemically synthesized; 
gene blocks were assembled from them. After that, the complete genome of vibriophage N4 was synthesized from the ob-
tained gene blocks. The assembly of the synthetic genome took place in two stages. At the first stage, gene block cassettes 
of 5–7 pieces with sizes ranging from 7 to 10.5 thousand bp were generated via homologous recombination in yeast. The 
resulting cassettes were then amplified and used for in vitro assembly using 5’-3’ exonuclease and thermostable DNA 
polymerase. The resulting preparation was used for electroporation of V. cholerae cells. Results and discussion. The 
synthetic genome of vibriophage N4 was delivered into the V. cholerae strain M818 O1 biovar El Tor using electropora-
tion. As a result, the formation of lytic plaques on the lawn of V. cholerae was observed. The range of technologies we 
have developed: software for assembly design, enzymes and buffers for the synthesis of gene blocks and their cross-
linking by homologous recombination in vitro, the method for producing large-sized assemblies in yeast can be used to 
obtain artificial bacteriophages with a rational genome design. 
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холера является особо опасной инфекцией, оста-
ется серьезной проблемой здравоохранения во мно-
гих странах, что обусловлено высоким риском завоза 
возбудителя в любую страну мира [1]. угроза воз-
никновения эпидемии требует разработки мер про-
филактики и терапии. бактериофаги могут служить 
альтернативой антибиотикам, как в плане профилак-
тики, так и терапии инфекционных заболеваний, вы-
зываемых бактериями, в том числе Vibrio cholerae. 
преимуществами бактериофагов по сравнению с 
антибиотиками являются отсутствие системных по-
бочных эффектов, связанных с неизбирательным 
подавлением микробиоты человека, а также преодо-
ление множественной лекарственной устойчивости 
бактерий. к настоящему времени предложены под-
ходы по использованию вибриофагов, выделенных 
из природной среды, для профилактики и терапии 
инфекции, вызываемой V. cholerae [2, 3]. 

история получения бактериофагов с синтетиче-
ским геномом насчитывает к настоящему времени 
порядка двадцати лет. в 2003 г. впервые был синтези-
рован геном бактериофага φX174 размером 5386 пар 
оснований (п.о.) [4]. современный уровень техноло-
гий позволяет относительно быстро синтезировать 
последовательности днк, соответствующие средне-
му размеру геномов бактериофагов (5–50 тыс. п.о.),  
и доставлять их в клетку для получения фаговых 
частиц [5, 6]. использование технологии синтетиче-
ских бактериофагов позволяет придавать им желае-
мые свойства, в частности управлять специфично-
стью и спектром хозяев и создавать системы ухода 
от защитных механизмов хозяина. 

к настоящему времени секвенировано значи-
тельное количество геномов бактериофагов, выде-
ленных из бактерий рода Vibrio. в базе данных ENA 
(European Nucleotide Archive, раздел Phages) содер-
жится 73 полных генома вибриофагов, размеры кото-
рых варьируют от 5 до более чем 100 тыс. п.о. однако 
для применения в качестве средства профилактики и 
лечения подходят только облигатно литические бак-
териофаги. среди вибриофагов с геномами «малого» 
размерного класса (5–7 тыс. п.о.) нам не удалось об-
наружить таковых. кроме того, все представленные 
в базе данных ENA вибриофаги с геномами «малого» 
размерного класса несут гомологи хотя бы одного из 
холерных токсинов. поэтому вибриофаги с генома-
ми «малого» размерного класса были исключены из 

рассмотрения. среди вибриофагов «среднего» раз-
мерного класса нами выбран такой, геном которого, 
по нашей оценке, был качественно отсеквенирован.

мы разработали технологическую цепочку для 
получения синтетической днк крупного размера, 
в которой осуществлено импортозамещение основ-
ных критических компонентов: программное обес-
печение (по) для дизайна сборок и олигонуклеоти-
дов, ферментов и буферов, методов получения сбо-
рок крупного размера in vitro и в клетках дрожжей.

цель работы – продемонстрировать метод по-
лучения синтетического бактериофага, специфиче-
ски активного в отношении V. cholerae.

для демонстрации работоспособности разрабо-
танной нами технологической цепочки был проведен 
синтез генома вибриофага N4 размером 38,5 тыс. п.о. 
последовательность генома вибриофага N4 [7] взята 
из базы данных NCBI GenBank. днк соответствую-
щей последовательности синтезирована химико-
ферментативным способом и доставлена в клетки 
V. cholerae методом электропорации.

материалы и методы

Дизайн сборки генома бактериофага N4. 
разбиение генома вибриофага N4 на синтетические 
олигонуклеотиды и фрагменты для дальнейшей ие-
рархической сборки осуществлялось в автомати-
ческом режиме с помощью по BAC-browser [5] с 
дополнительно разработанным в нем модулем для 
синтетической биологии [8]. (программу можно 
скачать по ссылке https://sysbiomed.ru/upload/BAC-
browser-2.1.zip или на странице лаборатории си-
стемного анализа микроорганизмов нии системной 
биологии и медицины роспотребнадзора [раздел 
«разработанное программное обеспечение»]: https://
sysbiomed.ru/laboratories/laboratoriya-sistemnogo-
analiza-mikroorganizmov/.)

Синтез олигонуклеотидов. синтез олиго-
нуклеотидов осуществлялся на приборе Dr. Oligo 
768XLc (Biolytic, сШа) с использованием синте-
тических планшетов Biocomma емкостью 2 нмоль 
на лунку. в качестве носителя использовалось по-
ристое стекло с порами размером 1000 Å с уни-
версальным линкером Glen UnySupport 1000 
(N-метил-сукцинимидо[3,4-b]-7-оксабицикло[2.2.1]
гептан-6-(4,4’-диметокситритилокси)-5-сукциноил 
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алкиламино-CPG). в качестве мономеров исполь-
зовались четыре классических защищенных днк-
фосфорамидита: Bz-dA, Bz-dC, iso-Bu-dG и dT (ката-
ложные номера LK2003, LK2004, LK2002, LK2001; 
LGC Biosearch, кнр).

цикл синтеза включал в себя стадии снятия за-
щиты (2·60 мкл 3 % трихлоруксусной кислоты в 
дихлорэтане), присоединения (2 раза по 30 экв. из-
бытка в пересчете на 0,05M в MeCN раствора фос-
форамидитов), кэпирования (Cap Mix A: [80 % тгФ, 
10 % пропионового ангидрида, 10 % пиридина] Cap 
Mix B: [90 % тгФ, 10 % 1-метилимидазола]) и окис-
ления (0,02M I2 в тгФ/пиридин/вода [70:20:10]).

последняя DMT-защита снималась вручную и 
смыв анализировался на предмет оптической плот-
ности. аммонолиз производился сухим аммиаком 
под давлением. затем готовые олигонуклеотиды 
смывались с носителя дистиллированной водой 
объе мом 150 мкл и смывы собирались в планшеты 
на 384 лунки. концентрации определяли по оптиче-
ской плотности на длинах волн 260/280 нм. чистота 
была охарактеризована методом гель-электрофореза 
(18 % пааг, бромистый этидий) и выборочно – ме-
тодом малди (Brucker Ultraflex, матрица – гидрок-
сипиколиновая кислота).

Сборка генных блоков. олигонуклеотиды пу-
лировались с помощью автоматической платфор-
мы Tecan Evo. выравнивание по концентрациям не 
проводилось. 2 мкл олигонуклеотидного пула пере-
носилось в 50 мкл реакции полимеразной цепной 
сборки [8]. буфер для сборки включал 50 мм KCl, 
2,5 мм MgSO4, 5 мм спермидин, 10 мм трис-HCl 
(pH 8,8), 0,1 % тритон х-100, 100 мкг/мл бса, мо-
дифицированная днк-полимераза Pfu (2 ед. актив-
ности). температурный цикл: 96 °C – 15 с; 57 °C – 
20 с, 72 °C – 1 мин; 20 циклов. далее 2 мкл продукта 
сборки переносилось в 50 мкл реакционной смеси 
для амплификации. буфер для амплификации вклю-
чал 50 мм KCl, 2,5 мм MgSO4, 10 мм трис-HCl 
(pH 8,8), 0,1 % тритон х-100, 100 мкг/мл бса, мо-
дифицированная днк-полимераза Pfu (2 ед. актив-
ности).

Гомологичная рекомбинация in vitro. реакция 
гомологичной рекомбинации in vitro проводилась в 
буфере, содержащем 67 мм глицина, 5 мм MgCl2, 
1 мм атФ, 1  мм дтт, 0,2 мм каждого днтФ, 1 мкл 
препарата экзонуклеазы из фага лямбда (Exo), моди-
фицированная днк-полимераза Pfu (2 ед. активно-
сти), рн 9,3. смесь инкубировалась при 40 °с 5 мин, 
затем при 55 °с 2 ч.

Сборка крупных фрагментов ДНК в клетках 
Saccharomyces cerevisiae. трансформация S. cerevi-
siae осуществлялась по методу [9] с изменениями. 
вектор pRS426 линеаризовался и нарабатывался с 
помощью пцр. смесь из линеаризованного вектора 
pRS426 и линейных фрагментов для вставки исполь-
зовалась для трансформации химически компетент-
ных клеток S. cerevisiae BY4741. клетки выращива-
ли в среде YPD сутки. затем культуру разбавляли в 

50 раз средой YPD и подращивали до оптической 
плотности OD600 0,5. к осадку клеток S. cerevisiae 
добавляли 240 мкл 50 % PEG-4000, 18 мкл 2M ацета-
та лития и до 50 мкл смеси днк. клетки инкубиро-
вали при 42 °с 20 мин. затем клетки осаждали и вы-
севали на чашки с селективной средой без урацила 
(см –URA) и инкубировали при 30 °с трое суток.

крупные колонии высевали на жидкую среду 
без урацила (см –URA) и инкубировали на качалке 
при 30 °с сутки. затем клетки осаждали центрифу-
гированием 5000 rcf 5 мин. осадок промывали 1 мл 
100 мм трис pH 8,5. клетки осаждали и ресуспенди-
ровали в буфере для лизиса клеточной стенки: 1 мл 
10 мм трис pH 7,5, 2 мкл бета-меркаптоэтанола, 
2 мкл препарата зимолиазы. клетки инкубировали 
1 час при 37 °с. клетки осаждали центрифугиро-
ванием 5000 rcf 5 мин. осадок ресуспендировали 
в буфере для лизиса: 400 мкл 10 mM трис pH 7,5 и 
100 мкл 10 % SDS. клетки инкубировали 20 мин при 
65 °с. затем добавляли 300 мкл 9м ацетата аммония 
и инкубировали 30 мин на льду. образцы центрифу-
гировали при 16000 rcf 5 мин. супернатант отбира-
ли и добавляли 750 мкл хлороформа. образцы цен-
трифугировали при 16000 rcf 5 мин. верхнюю фазу 
отбирали и добавляли равный объем смеси изопро-
панола и 0,1 % 3м ацетата аммония. образцы инку-
бировали на –80 °с 30 мин. образцы центрифугиро-
вали при 16000 rcf 15 мин. осадки промывали 80 % 
этанолом и растворяли в 50 мкл деионизованной 
воды. собранную вставку амплифицировали пцр с 
модифицированной днк-полимеразой Pfu.

Сборка полного генома вибриофага N4 гомоло-
гичной рекомбинацией in vitro. Фрагменты генома 
вибриофага N4 сшивались методом гомологичной 
рекомбинации in vitro. Фрагменты смешивались 
между собой эквимолярно, по 700 нг в реакцию. 
амплификация продукта сшивки проводилась с ис-
пользованием набора WGA Display («днк-дисплей», 
россия) в соответствии с протоколом производителя. 
кратко: к 1,5 мкл смеси после реакции гомологичной 
рекомибинации in vitro добавляли 10 мкл 2,5х Master 
mix и 2 мкл SD-полимеразы. реакцию проводили по 
программе: 92 °C – 2 мин, затем 6 циклов 92 °C – 
40 с, 30 °C – 2 мин, 68 °C – 5 мин, затем 18 циклов 
92 °C – 30 с, 62 °C – 1,5 мин, 68 °C – 5 мин, затем 
инкубация 68 °C – 5 мин.

Трансформация и культивирование V. chole-
rae. трансформацию V. cholerae проводили как опи-
сано в [10] с изменениями. клетки ночной культуры 
V. cholerae O1 M818 биовара эль тор засевались в 
3 мл среды LB и культивировались при 37 °с в усло-
виях интенсивной аэрации до достижения оптиче-
ской плотности 0,7–0,8. культура отмывалась 4 раза 
по 800 мкл 2 мм раствором CaCl2 и ресуспендиро-
валась в 50 мкл 0,5 м раствора сахарозы. для транс-
формации использовался 1 мкл образца фаговой 
днк. электропорация проводилась на приборе Gene 
Pulser Xcell (Bio-Rad, сШа) при 2,5 кв, 25 кмФ, 
200 ом. после электропорации к суспензии клеток 
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добавляли 300 мкл среды SOC и переносили в про-
бирки на 1,5 мл. культуру инкубировали 1,5 ч на ка-
чалке при 37 °с и 200 об/мин.

после этого проводили определение наличия 
успешно собравшихся вирионных частиц по ме-
тоду грациа. для этого в пробирки с 0,7 % пита-
тельным агаром, расплавленным на водяной бане и 
остуженным до температуры 45 °с, добавляли куль-
туру V. cholerae O1 M818 после электропорации. 
содержимое пробирок перемешивали и выливали 
вторым слоем в чашки петри с 1,5 % агаром. после 
застывания среды чашки с посевом инкубировали 
при 37 °с 18–24 ч [11].

после получения зон просветления каждую 
негативную колонию (бляшку) вырезали из агара 
и эмульгировали в 0,1–0,3 мл бульона хоттингера. 
к полученному материалу добавляли 0,5 мл компе-
тентной бульонной бактериальной культуры, чув-
ствительной к фагу. содержимое пробирок переме-
шивали и выливали вторым слоем в чашки петри с 
1,5 % агаром. после застывания среды чашки с посе-
вом инкубировали при 37 °с 18–24 ч. данная мето-
дика позволила сохранить максимально возможное 
количество фагового материала для последующего 
пассажа на компетентной культуре V. choleraе M818 
O1 биовара эль тор.

Секвенирование содержимого бляшки. агар, 
содержащий частицы вирионов в зоне просветления 
на газоне V. cholerae M818, эмульгировали в бульоне 
хоттингера, центрифугировали, выдерживали 30 мин 
с хлороформом в соотношении 1:10. затем отбирали 
надосадочную жидкость. днк осаждали добавлени-
ем 1 объема изопропанола и 10 % объема 3м ацета-
та натрия (рн 5,2). выделенный препарат подвергли 
полногеномной амплификации с использованием на-
бора WGA Display («днк-дисплей», россия) в соот-
ветствии с протоколом производителя.

секвенирование проводилось на приборе MGI 
DNBSEQ G-400 с набором PE150 (парноконцевые 
прочтения по 150 нт). библиотеку для секвениро-
вания приготавливали в соответствии с протоколом 
производителя. в результате получено 18 726 492 ка-
чественных прочтения (88,73 % от общего числа). 
таксономическая классификация прочтений про-
водилась с помощью Kraken2. затем проводилась 
de novo сборка контигов. после этого контиги, клас-
сифицированные Kraken2 как относящиеся к вибрио-
фагу N4, картировались на референсный геном.

результаты и ообсуждение

Разбиение генома вибриофага N4 на олигонук-
леотиды. размер опубликованного генома вибрио-
фага N4 [7] составляет 38497 п.о. для синтеза была 
выбрана последовательность генома этого вибрио-
фага, так как для него показана широкая специфич-
ность к V. cholerae биовара эль тор, а его геномная 
последовательность качественно проаннотирована. 
вибриофаг N4 относится к группе т7-подобных бак-

териофагов. как было показано ранее, репликация 
геномной днк (гднк) т7-подобных бактериофагов 
протекает как минимум на начальных стадиях в ли-
нейной форме [12]. вилка репликации движется от 
одного края гднк к другому. при репликации важ-
ную роль играют терминальные повторы на концах 
линейной гднк фага. анализ частот встречаемости 
к-меров в геноме вибриофага N4 выявил наличие зон 
повторов в начале и в конце опубликованной последо-
вательности вида CTATCATCAAGA. в результате по-
лучено два варианта дизайна синтетического генома 
вибриофага N4: непосредственно как он опубликован 
и с добавлением участка размером 300 п.о. с повто-
рами с конца геномной последовательности в ее на-
чало. таким образом, во втором варианте зона повто-
ров была продублирована в начале и в конце гднк. 
в дальнейшем эффективность репликации (т.е. число 
бляшек и способность расти в следующих пассажах) 
второго варианта оказалась существенно выше.

разбиение целевой последовательности на ген-
ные блоки и олигонуклеотиды является одним из 
ключевых шагов в процессе синтеза днк. в настоя-
щей работе для данной цели разработано программ-
ное обеспечение в виде дополнительного модуля к 
программе BAC-browser [13], созданной нами ра-
нее. алгоритм разбиения работает иерархически. 
вначале происходит разбиение последовательно-
сти на генные блоки – фрагменты днк, перекры-
вающиеся по краям и удобные для ферментативного 
синтеза in vitro. затем происходит разбиение генных 
блоков на олигонуклеотиды. алгоритм позволяет 
вводить бреши между перекрывающимися олиго-
нуклеотидами. введение брешей, с одной стороны, 
позволяет экономить на синтезе олигонуклеотидов. 
с другой стороны, за счет брешей можно обходить 
участки, малопригодные для высокоспецифичного 
отжига олигонуклеотидов. 

дизайн зон отжига олигонуклеотидов проис-
ходит с использованием алгоритма термодинами-
ческого выравнивания, т.е. значение dG образо-
вания дуплекса для всех зон отжига подбирается 
максимально близким друг к другу. такой подход 
позволяет эффективно отсекать неспецифические 
дуплексы в сложной смеси из нескольких десятков 
олигонуклеотидов с помощью подбора температуры 
плавления. дизайн праймеров для амплификации и 
клонирования генных блоков происходит автомати-
чески. в настоящей работе использовано разбиение 
на генные блоки по 1500–2000 п.о. и олигонуклео-
тиды со средней длиной порядка 60 нуклеотидов 
(длина перекрывающихся концов 24±5 нт, размер 
бреши – до 10 нт). средняя длина блока в 1500 п.о. 
выбрана для удобства секвенирования по сэнгеру. 
в целом такой размер является средним для генного 
блока. аналогичная длина генного блока (1400 п.о.) 
была применена при синтезе искусственного ми-
нимального генома микоплазмы [14]. платформа 
Codex BioXP использует генные блоки размером 
350–1800 п.о. [15]. в результате геном вибриофага 
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N4 был разбит на 27 генных блоков (рис. 1). всего 
для синтеза полного генома вибриофага N4 исполь-
зовалось 1308 олигонуклеотидов. количество олиго-
нуклеотидов в одном блоке варьировалось от 42 до 
74 (в среднем 48 шт).

Синтез генных блоков проводился методом по-
лимеразной цепной сборки [8]. для этого синтети-
ческие олигонуклеотиды для каждого генного блока 
объединялись в один пул. для пулирования олигонук-
леотидов было разработано программное обеспе-
чение, дополняющее по Tecan Evo. созданное по 
позволяет сконструировать скрипт для пулирования 
олигонуклеотидов автоматически в графическом ин-
терфейсе за счет сопряжения с дизайном олигонук-
леотидов в BAC-browser.

для полимеразной цепной сборки нами в 
нии сбм создан фермент – модифицированная 
днк-полимераза из Pyrococcus furiosus, отличаю-
щаяся повышенной процессивностью и точно-
стью [8]. полимеразная цепная сборка проходила 
в два этапа: 1) пул олигонуклеотидов достраивался 
с использованием высокоточной днк-полимеразы 
без добавления праймеров; 2) достроенный пул ис-

пользовался в качестве матрицы для амплификации 
целевого продукта с праймерами. полученные ген-
ные блоки (рис. 2, а, в) клонировались по одному в 
вектор pTZ57 с помощью гомологичной рекомбина-
ции in vitro. зона гомологии с вектором составляла 
20 п.о. и вносилась в генные блоки с помощью прай-
меров на этапе амплификации. линейная плазмида 
pTZ57 нарабатывалась с помощью пцр. зоны гомо-
логии были стандартизированы для всех блоков и ав-
томатически закладывались в праймеры для каждого 
генного блока на этапе разбиения. плазмиды, содер-
жащие вставку генного блока, секвенировались по 
сэнгеру с фланкирующих праймеров M13F и M13R 
для поиска корректных сборок.

Сборка фрагментов ДНК по 7–10 тыс. п.о. в 
дрожжах. сборка крупных фрагментов генома виб-
риофага N4 проводилась с помощью гомологичной 
рекомбинации в клетках S. cerevisiae BY4741 [16]. 
корректно собранные на предыдущем этапе генные 
блоки амплифицировались с соответствующих плаз-
мид. затем генные блоки пулировались по 5–7 штук 
и использовались для трансформации S. cerevisiae 
вместе с линейным вектором pRS426. линеаризация 

рис. 1. дизайн генных блоков для синтетической сборки вибриофага N4. референсный геном бактериофага визуализирован на верх-
ней полосе:
А – 27 перекрывающихся генных блоков, визуализированных голубыми прямоугольниками, каждый из которых собирается из синтетических олиго-
нуклеотидов; В – разбивка на олигонуклеотиды одного из генных блоков (первого): олигонуклеотиды визуализированы розовыми стрелками; генный 
блок – серым прямоугольником

Fig. 1. The design of gene blocks for synthetic assemblage of N4 vibriophage genome; reference genome is shown on the upper lane:
A – 27 overlapping gene blocks shown as blue rectangles, each is assembled from the synthetic oligonucleotides; В – the design of oligonucleotides for gene 
blocks (block 1 as an example): oligonucleotides are shown as magenta arrows; gene block is shown as gray rectangle
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и наработка вектора pRS426 проводились с помо-
щью пцр. зоны гомологии были стандартизованы 
как для pTZ57, так и для pRS426. в результате полу-
чены блоки размером от 7 до 10 тыс. п.о. (рис. 2, с). 
полученные генные сборки верифицировались с по-
мощью нанопорового секвенирования.

Сборка полноразмерной гДНК вибриофага N4 
in vitro. одним из принципов, положенных нами в 
основу дизайна фаговых геномов, является принцип 
конструктора, дающий возможность оперативного 
изменения части синтетического бактериофагового 
генома, например кодирующие аппарат распознава-
ния и прикрепления к хозяину. для реализации это-
го принципа был разработан метод сборки крупных 
фрагментов днк с помощью гомологичной реком-
бинации in vitro. полученные блоки объединены с 
помощью созданной нами системы гомологичной 
рекомбинации in vitro и амплифицированы с помо-
щью мезофильной SD-полимеразы (рис. 3, а). 

принцип сборки гомологичной рекомбинации 
in vitro основан на получении липких концов пу-
тем частичного гидролиза дцднк экзонуклеазой 
(5’-3’ или 3’-5’). полученные липкие концы могут 
гибридизоваться друг с другом при наличии гомоло-
гии. затем бреши могут репарироваться с помощью 

днк-полимеразы и днк-лигазы in vitro или in vivo. 
первый вариант такого метода был предложен 
D.G. Gibson et al. в ходе получения первого синтети-
ческого генома бактерии Mycoplasma mycoides [16]. 
метод гибсона предполагает использование трех 
ферментов: 5’-3’-экзонуклеазы фага лямбда, высо-
коточной термофильной днк-полимеразы и термо-
фильной днк-лигазы (Taq-лигазы). метод гибсона 
сейчас коммерциализован компанией NEB в виде 
набора NEBuilder. к настоящему времени предло-
жен ряд вариаций метода: TEDA [17], SENAX [18] 
и др. было предложено использовать другие экзо-
нуклеазы, в том числе с 3’-5’-активностью, а также 
отказаться от использования днк-лигазной и днк-
полимеразной активностей. в этом случае починка 
брешей осуществляется непосредственно в клетках-
реципиентах генетической конструкции.

в работе мы применили вариацию метода гомо-
логичной рекомбинации in vitro с использованием 
ферментов и реакционных буферов, производимых в 
нии сбм: 5’-3’-экзонуклеазы из фага λ (Exo) и вы-
сокоточной днк-полимеразы (модифицированная 
Pfu-полимераза).

Трансформация клеток V. cholerae синтети-
ческой геномной ДНК вибриофага N4. для транс-

рис. 2. синтезированные фрагменты генома вибриофага N4:
А, В – генные блоки, собранные из синтетических олигонуклеотидов. маркер GeneRuller 1Kb (Thermo Fisher); С – крупные фрагменты генома вибрио-
фага N4 (7–10 тыс. п.о.), собранные из генных блоков. маркер GeneRuller Mix (Thermo Fisher)

Fig. 2. Agarose electrophoresis of the synthesized gene blocks 1–27 of synthetic vibriophage N4 genome:
А, В – gene blocks assembled from synthetic oligonucleotides. Marker GeneRuller 1Kb (Thermo Fisher); С – second-order gene blocks of 7–10 Kb.p. assembled 
from 1500 b.p.  gene blocks. Marker GeneRuller Mix (Thermo Fisher)
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формации использовался штамм V. cholerae M818 O1 
биовара эль тор (выделен в балаково в 1970 г). он 
относится к типичным штаммам биовара эль тор, 
вызвавшим текущую (седьмую) пандемию холеры. 
Штамм м818 несет генетические маркеры типично-
го эль тор: гены холерного токсина ctxAB3 и токсин-
корегулируемых пилей адгезии tcpAEltor. Штамм 
выбран в качестве модельного, так как относится к 
типичным, в соответствии со специфичностью те-
стируемых фаговых конструкций. кроме того, дан-
ный штамм не содержит фага N4 или ему подоб-
ных и лишен большинства известных антифаговых 
систем [19]. в силу этого фаговая конструкция не 
может быть элиминирована из-за проявления свой-
ства поверхностного исключения. у штаммов био-
вара эль тор отсутствует CRISPR-Cas-система, что 
исключает возможность разрушения фаговой кон-
струкции этим путем. синтетическая геномная днк 
вибриофага N4 была доставлена в клетки V. cholerae 
M818 O1 биовар эль тор с помощью электропора-
ции. после чего определяли наличие успешно со-
бранных вирионных частиц по методу грациа. в ре-
зультате наблюдалось образование зон просветления 
(литических бляшек, рис. 3, B–H). полученные ви-
рионные частицы сохраняли литические свойства в 
двух последовательных пассажах на компетентной 
культуре V. cholerae M818 O1 биовара эль тор.

Секвенирование содержимого литической 
бляшки. содержимое одной из литических бля-
шек было подвергнуто высокопроизводительно-
му секвенированию на приборе DNBSEQ G-400. 

полученные прочтения анализировались как мета-
геномный образец. прочтения классифицировались 
с помощью программного обеспечения Kraken2 [20] 
(рис. 4, а, в). в результате в образце 42 % пришлось 
на днк человека (Haplorhini), 32 % – V. cholerae, 
13 % – Acinetobacter baumanii, 2 % – Staphylococcus 
sciurii, 0,8 % – на вирусы. из 0,8 % вирусных про-
чтений 99 % пришлось на вибриофаг N4. средняя 
глубина секвенирования геномов вибриофага N4 
и V. cholerae составила 1075 и 434 прочтения на 
нуклео тид соответственно. далее прочтения, отно-
сящиеся к вибриофагу N4, были использованы для 
сборки de novo. в результате референсный геном ви-
бриофага N4 был покрыт на 78,7 % (рис. 4, с). при 
картировании прочтений на полную последователь-
ность генома вибриофага N4 без предварительной 
сборки покрытие составило 86,3 %. мы предпола-
гаем, что пробелы в покрытии являются следствием 
особенностей пробоподготовки и секвенирования 
образца. в частности, это может быть следствием 
неравномерности полногеномной амплификации,  
а также недостаточности глубины покрытия.

геномы бактериофагов можно разделить на не-
сколько размерных классов: геномы «малого» раз-
мера – порядка 5–7 тыс. п.о., геномы «среднего» раз-
мера – 30–40 тыс. п.о. и геномы «большого» разме-
ра – 100–200 тыс. п.о. (согласно базе данных ENA). 
к бактериофагам с геномом «малого» размера отно-
сится такой классический объект синтетической био-
логии, как φX174 [4]. синтез таких геномов наиболее 
прост, так как весь геном умещается в одну сборку 

рис. 3. литический эффект синтетическо-
го вибриофага N4 на клетки V. cholerae:
А – полногеномная амплификация фаговой днк 
после сшивки с помощью системы in vitro го-
мологичной рекомбинации. маркер GeneRuller 
1Kb (Thermo Fisher); B – H – литические бляш-
ки, на газоне V. cholerae, наблюдаемые после 
трансформации клеток синтетической фаговой 
днк

Fig. 3. Lytic effect of synthetic vibriophage 
N4 on V. cholerae cells:
А – whole genome amplification after in vitro ho-
mologous recombination assembly of synthetic N4 
bacteriophage genome; B – H – lytic plaques on  
a lawn of V. cholerae, observed after transforma-
tion of cells with synthetic phage DNA
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из нескольких генных блоков (3–5 шт.). сборка тако-
го размера может осуществляться из генных блоков 
непосредственно пцр, минуя стадии клонирования 
в вектор и секвенирования вставок [4]. правильные 
последовательности отбираются затем естествен-
ным отбором после доставки в клетки хозяина, т.е. 
сборки с ошибками, в отличие от корректных сборок, 
реплицируются менее эффективно или вообще не 
реплицируются. такой подход также позволяет избе-
жать токсичности фаговых последовательностей для 
клеток, реплицирующих векторы с промежуточными 
сборками, например Escherichia coli. к настоящему 
времени получен ряд синтетических бактериофагов с 
геномами «малого» размерного класса [21, 22]. геном 
вибриофага N4, синтезированный в рамках настоя-
щей работы, относится к «среднему» размерному 
классу. это требует промежуточного клонирования и 
верификации собираемой последовательности, а так-
же технологии сборки, клонирования и хранения по-
следовательностей более крупного размера.

получение синтетических бактериофагов не 
сводится к получению их синтетических геномов 
по опубликованным данным или компьютерному 
предсказанию. не менее важен метод «оживления» 
полученной конструкции в клетке. в связи с этим 

проблемой для «оживления» вибриофага N4 стала 
структура его ориджина репликации. репликация 
т7-подобных фагов, к которым относится вибриофаг 
N4, происходит в линейной форме, по крайней мере 
на ранних этапах инфекционного процесса [12]. 
первоначальная версия синтетического генома по-
вторяла опубликованную последовательность [7]. 
после доставки такой днк в клетки V. cholerae на-
блюдались редкие события образования литических 
бляшек, при дальнейшем пересеве наблюдалось 
образование только одной бляшки в одном из пере-
севов (т.е. фаг не пересевался). в предполагаемом 
ориджине репликации нами обнаружены повторы 
вида CTATCATCAAGA. далее дополнительная об-
ласть размером 300 п.о. с конца опубликованной 
последовательности, содержащая обнаруженные по-
вторы, была добавлена к предполагаемому ориджину 
репликации в ее начало. такая мера позволила про-
вести два пересева синтетического вибриофага. мы 
предполагаем, что дальнейшая доработка структуры 
ориджина репликации может существенно улуч-
шить стабильность получаемого вибриофага. таким 
образом, можно заключить, что предлагаемый нами 
метод может быть использован для получения синте-
тических вибриофагов.

рис. 4. секвенирование содержимого литической бляшки:
А – классификация прочтений в образце бляшки с помощью программного обеспечения Kraken2; В – классификация прочтений, интерпретированных 
на предыдущем этапе как вирусные (группа Viruses 0,8 %); С – покрытие прочтениями вибриофага N4 референсной последовательности его генома: 
зеленым и красным показано покрытие; коричневым – аннотация геномной последовательности

Fig. 4. Sequencing of the contents of the lytic plaque:
А – classification of the reads from the lytic plaque sample using Kraken2 software; В – classification of reads interpreted at the previous stage as viral (Viruses 
0.8% group); С – coverage of the genome reference sequence by vibriophage N4 reads from the sample: green and red colors show coverage; brown color – 
genomic sequence annotation
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