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Большой фрагмент Bst-полимеразы из 
Geobacillus stearothermophilus обладает 5′- 
3′-ДНК-полимеразной и цепь-вытесняющей 
активностью, а также достаточно высокой про-
цессивностью [1]. В последние годы он активно 
используется для разработок диагностических 
наборов реагентов на основе метода петлевой 
изотермической амплификации (LAMP) [2]. Ме-
тоды изотермической амплификации дают воз-
можность проведения реакции при одном зна-
чении температуры без использования циклов 
нагревания-охлаждения смеси. Разработаны 
варианты детекции продуктов как с использова-
нием флуоресцентного сигнала [3], так и с помо-
щью колориметрии за счет изменения окраски ре-
акционной смеси [4] или турбодиметрически по 
образованию нерастворимого осадка [5]. Изотер-
мический подход сокращает время проведения 
анализа, позволяет использовать более простое 
оборудование, а методы визуальной детекции 
дают возможность применения тестов в полевых 
условиях или у постели больного. 

Характеристика Bst-полимеразы

Bst-полимераза – большой фрагмент ДНК-
полимеразы I из термофильных бактерий 
Geobacillus stearothermophilus (ранее классифи-
цировалась как Bacillus stearothermophilus). Она  
имеет температурный оптимум работы в интер-
вале от 60 до 70 °С [1]. Bst-полимераза обладает 
5′-3′-ДНК-полимеразной активностью и 5′-3′-эк-
зонуклеазной активностью, но у нее отсутствует 
3′-5′-корректирующая активность. Ген, кодиру-
ющий ДНК-полимеразу I (897 а.о.) состоит из 
2691 п.н. Удаление N-концевого домена (310 а.о.) 
лишает фермент 5′-3′-экзонуклеазной активности 
и приводит к образованию большого фрагмента 
Bst-полимеразы (БФ-Bst, 587 а.о.). БФ-Bst демон-
стрирует более высокие показатели реакционной 
способности и стабильности и большую устойчи-
вость к ингибиторам из клинического материала, 
такого как кровь и фекалии [6]. 

За счет высокой вытесняющей активности 
БФ-Bst способен разделять комплементарные 
цепи ДНК и одновременно удлинять дочернюю 
цепь [7], что делает возможным проведение ре-
акции без использования циклов нагревания-ох-
лаждения, что снижает время проведения реак-
ции с 1,5 ч до 20–30 мин. В основе метода LAMP 
лежит использование системы из 4–6 праймеров 
в тандеме с полимеразой, обладающей вытес-
няющей активностью. Дизайн системы прайме-
ров сделан так, что в результате амплификации 

образуются множественные конкатемеры ин-
вертированных повторов целевого фрагмента, а 
накопление продукта реакции происходит лави-
нообразно. Достоинства метода: высокая эффек-
тивность, специфичность, скорость реакции и 
возможность использования различных методов 
детекции [2]. 

Полимеразы с вытесняющей активностью из 
различных источников

Кроме Bst вытесняющей активностью обладает 
целый ряд полимераз из других источников. Для 
разработки систем с использованием LAMP ис-
следователи отдают предпочтение ферментам с 
температурным оптимумом работы выше 60 °С. 
Такими характеристиками обладают полимеразы 
из бактерий родов Bacillus и Geobacillus и других 
термофильных организмов [8] (таблица). 

В работе [9] авторы сравнивали свойства боль-
ших фрагментов полимераз из G. stearothermo-
philus (БФ-Bst), Geobacillus sp. 777 (БФ-Gss) и 
Bacillus smithii (БФ-Bsm) в применении к методу 
LAMP с детекцией флуоресцентного сигнала в 
режиме реального времени. Первые два вида G. 
stearothermophilus и Geobacillus sp. 777 являются 
облигатными термофилами, а B. smithii – факуль-
тативным термофилом [13]. Как и следовало ожи-
дать, полимераза БФ-Bsm обладает более низким 
температурным оптимумом работы (60 °С про-
тив 60–65 °С у БФ-Bst и БФ-Gss), а также более 
низкой термостабильностью: БФ-Bsm теряет 50% 
активности при инкубировании при 60 °С уже 
через 30 мин, в то время как БФ-Bst и БФ-Gss 
сохраняют более 90% активности при 60 °С даже 
после 4 ч инкубирования. Нагревание до 70 °С 
приводит к практически полной потере активно-
сти всеми ферментами уже через 30 мин.

В условиях LAMP использование БФ-Bst по-
зволило получить самые низкие значения порого-
вых циклов Ct при анализе одной и той же мише-
ни (лямбда-фаг). А наиболее высокие значения 
Ct были получены с использованием фермен-
та БФ-Gss. Авторы [13] анализировали также 
устойчивость ферментов к частым ингибито-
рам амплификации, таким как этанол, человече-
ская плазма, интеркалирующий краситель SYBR 
Green I, мочевина, ЭДТА, NaCl и цельная кровь. 
Оказалось, что наиболее устойчивым фермен-
том является БФ-Gss. Он в отличие от конку-
рентов сохраняет активность в условиях LAMP 
в присутствии 10%-го этанола и 1%-й челове-
ческой плазмы, менее чувствителен к гепарину 
и SYBR Green I. Более высокая толерантность к 
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ингибиторам делает БФ-Gss ценным инструмен-
том для диагностических тестов на основе LAMP 
в ситуациях, когда надежность анализа более 
важна, чем скорость амплификации. Однако при 
использовании этого фермента полностью теря-
ется временное преимущество LAMP по сравне-
нию с ПЦР.

Еще одним интересным представителем по-
лимераз с вытесняющей активностью является 
термостабильный вирусный фермент – поли-
мераза из PyroPhage 3173. Исходный фермент 
обладает корректирующей экзонуклеазной ак-
тивностью, которая была удалена с помощью 
направленного мутагенеза. На основе этого фер-
мента создан коммерчески доступный препарат 
«OmniAmp polymerase» («Lucigen Corporation», 
Middleton, WI) [14]. Уникальной особенностью 
этого фермента является сочетание полиме-
разной и вытесняющей активности с активно-
стью обратной транскриптазы, что позволяет 
детектировать РНК-мишени в формате LAMP. 
OmniAmp-полимераза характеризуется  так-
же более высокой термостабильностью. Тем-
пературный оптимум OmniAmp-полимеразы 
составляет 70 °С, а Bst-полимеразы – 65 °С. 
OmniAmp-полимераза выдерживает кратковре-
менное нагревание до 92 °С и характеризуется 
более высокой устойчивостью к ингибирова-
нию компонентами цельной крови [14]. 

Модификация ферментов и химерные                     
белки

Эффективной стратегией изменения свойств 
фермента является получение химерных белков, 
включающих белковые домены с выбранными 
свойствами. Этот метод используется при дизай-
не как термостабильных полимераз для ПЦР, так 
и для полимераз с вытесняющей активностью. 
Цель таких модификаций – введение аффинных 
меток для упрощения очистки фермента, повы-
шение его растворимости при экспрессии, повы-
шение ферментативной активности и устойчиво-
сти к ингибиторам. Следует отметить, что даже 
добавление небольшого полигистидинового тэга 
и его положение (на С- или N-конце) может по-
влиять и на эффективность экспрессии белка, и 
на его ферментативную активность [15]. 

Добавление в структуру белка, обладающего 
высокой растворимостью при экспрессии в клет-
ках E. coli, как правило, повышает растворимость 
химерного фермента. В работе [15] продемон-
стрировано увеличение выхода химерного белка 
в растворимой форме при экспрессии в клетках 

E. coli БФ-Bst, содержащего на N-конце флуорес-
центный белок mCherry (mCh-FL-BSTLF). Добав-
ление в структуру пептида R5, обладающего аф-
финностью к кремнезему (R52-mCh-FL-BSTLF) 
позволяет выделять фермент на частицах диок-
сида кремния. Такой подход упрощает и ускоряет 
очистку фермента. Несмотря на наличие примес-
ных белков E. coli в препарате фермента, авторы 
[15] сообщают о том, что полученный химерный 
белок Si-R52-mCh-FL-BSTLF позволяет обнару-
живать до 200 коп/образец плазмодия методом 
LAMP. Эффективность реакции LAMP сильно 
зависит от типа детектируемого плазмодия и ис-
пользуемой системы праймеров.

Другим примером служит повышение раство-
римости химерного белка за счет добавления не-
большого F-актин-связывающего белка – виллина 
[16]. Свойство сверхбыстрого фолдинга субдоме-
на головы виллина HP35 сделало его моделью 
для исследования динамики сворачиваемости 
белков [17]. Авторы [16] сообщают, что добав-
ление такого увеличенного на 12 а.к. (введение 
дополнительной альфа-спирали) домена HP47 
на N-конец большого фрагмента Bst-полимеразы 
приводит к увеличению выхода фермента Br512 
в растворимой форме. Еще одно преимущество 
домена HP47 – наличие кластера положительно 
заряженных аминокислот, что может обеспечить 
лучшее взаимодействие с матрицами нуклеино-
вых кислот. Результаты работы [16] показывают, 
что присутствие домена виллина H47 в химерном 
белке Br512 улучшает скорость амплификации по 
сравнению с Bst-БФ, достигая уровня скорости 
амплификации коммерческого модифицированно-
го фермента ДНК-полимеразы Bst 2.0 фирмы NEB.

Кроме того, Br512 демонстрирует активность 
обратной транскриптазы в анализах на матрице 
РНК. Ранее сообщалось, что ДНК-полимераза 
Bst обладает активностью обратной транскрипта-
зы (ОT) [10, 11]. В работе [16] показана возмож-
ность использования химерного фермента Br512 
для детекции РНК-мишеней на примере выявле-
ния РНК SARS-CoV-2 с тремя разными набора-
ми праймеров. Следует отметить, что авторы [16] 
использовали детекцию с анализом по конечной 
точке, учитывая результаты реакции по наличию 
флуоресценции через 60 мин после амплифика-
ции при 65 °C. Чувствительность систем коле-
балась от 300 до 3000 коп/реакц. Для разработ-
ки «быстрых» методов время анализа не должно 
превышать 30 мин. 

Добавление ДНК-связывающих доменов часто 
используют для модификации свойств различных 
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полимераз, в том числе и Bst-полимеразы (Bst 
3.0 фирмы «NEB») и аналогов. Например, в ра-
боте [18] был получен большой фрагмент ДНК-
полимеразы I из Geobacillus sp. 777 (Gss), сли-
тый с ДНК-связывающим доменом ДНК-лигазы 
Pyrococcus abyssi (DBD-Gss) [19] и с белком 
Sto7d – аналогом Sso7d из Sulfolobus tokodaii 
(Sto-Gss). 

Полимеразная активность химерных фермен-
тов, которая была оценена по способности фер-
ментов включать нуклеотиды с радиоактивной 
меткой в ДНК, была нарушена дополнительными 
доменами. Присоединение ДНК-связывающего 
домена ДНК-лигазы Pyrococcus abyssi к N-концу 
Gss вызывало десятикратное снижение актив-
ности DBD-Gss по сравнению с нативным Gss, 
тогда как присоединение DBD к C-концу Gss 
приводило к полной потере способности ампли-
фицировать ДНК. Несмотря на столь резкое сни-
жение активности полимеразы, ферменты, сли-
тые с ДНК-связывающими доменами, показали 
чрезвычайно высокую процессивность.

Замечено, что ДНК-связывающий домен не 
только увеличивает процессивность фермента, 
но и обеспечивает толерантность к таким инги-
биторам, как гепарин, мочевина и хлорид натрия 
в концентрации до 200 мМ. Авторами [18] пока-
зана возможность проведения анализа методом 
LAMP с использованием химерных ферментов 
при наличии в пробе до 5% цельной крови. Повы-

шенная устойчивость химерных ДНК-полимераз 
к распространенным ингибиторам открывает но-
вые возможности для разработки тестов в форма-
те «у постели больного».

Интересный пример разработки метода изо-
термической амплификации с использованием 
химерной FEN1-Bst-полимеразы – метод с ис-
пользованием флэп-зондов [20]. Авторы рабо-
ты [20] сконструировали химерный фермент, 
состоящий из Bst-полимеразы и белка эндону-
клеазы 1 (FEN1), который удаляет короткие сег-
менты одноцепочечной ДНК с 5′-конца. Химер-
ный фермент FEN1-Bst обладает полимеразной, 
вытесняющей и эндонуклеазной активностью.

Примечательно, что для получения химерно-
го белка разработчики использовали метод кова-
лентной сшивки белков с помощью системы Spy 
Tag/Catcher [21], а не инструменты генной инже-
нерии. ДНК-полимераза Bst (большой фрагмент), 
содержащая SpyTag, ковалентно связывалась с 
FEN1, содержащим SpyCatcher, с образованием 
рекомбинантной ДНК-полимеразы FEN1-Bst. 

В основе метода лежит расщепление последо-
вательности зонда, содержащего в своей струк-
туре флуорофор и тушитель флуоресценции, в 
условиях успешной амплификации фрагмента. 
Расщепление структуры зонда приводит к росту 
сигнала флуоресценции. Сочетание полимераз-
ной, вытесняющей и эндонуклеазной активности 
в одном ферменте дает возможность проведения 

Свойства различных полимераз с вытесняющей активностью

Источник фермента 3′→5′ 
Exo

5′→3′ 
Exo ОТ* Вытеснение 

цепи Топт., °С Ссылки

Bacillus stearothermophilus polI 
(Bst) – + – + 65 [1]

Bst_БФ – – +/– + 65 [9–11]

E. coli pol I + + + + 37 [12]

Klenow + – – + 37 [12]

Bacillus smithii polI (Bsm) – + – + 60 [13]

Geobacillus sp. 777 – + – + 65 [13]

Thermococcus litoralis – Tli (Vent) – + + + 72 [12]

Tli (Vent) exo- – – + + 72 [12]

OmniAmp  (PyroPhage 3173 exo-) – – + + 70 [14]

*ОТ – обратная транскрипция.
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реакции в изотермических условиях. К достоин-
ствам системы можно отнести простую систему 
праймера и зонда. Результат реакции можно оце-
нивать как в режиме реального времени, так и по 
конечной точке. Авторы показали возможность 
успешного применения этого метода для обнару-
жения таких мишеней, как SARS-CoV-2, возбуди-
тель ротавирусной инфекции и C. trachomatis. 

Направленный мутагенез

Изменение свойств ферментов с помощью на-
правленного мутагенеза требует рационального 
дизайна мутаций на основе данных анализа по-
следовательностей гомологичных ферментов, 
анализа трехмерной структуры белка, в некото-
рых случаях используют моделирование структу-
ры белка с учетом введенных замен. Цель таких 
модификаций может заключаться как в повы-
шении выхода фермента в растворимой форме в 
процессе экспрессии, так и в направленном из-
менении свойств фермента (повышение актив-
ности, термостабильности, устойчивости к инги-
биторам, изменение рН-оптимума, субстратной 
специфичности и т.д.).

Одна из первых работ по мутагенезу Bst-
полимеразы связана с отключением 5′-3′-экзо-
нуклеазной активности полноразмерного фер-
мента [22]. В качестве мишени для мутагенеза 
был выбран аминокислотный остаток Tyr73, ко-
торый является одним из консервативных остат-
ков 5′-3′-экзонуклеазного домена различных по-
лимераз, таких как Bst-полимераза, полимеразы 
из B. caldotenax (Bca), S. pneumoniae (Spn), E. coli 
(Eco) и Taq-полимераза из T. aquaticus. Введение 
замен Tyr73Ala или Tyr73Phe приводит к полно-
му выключению 5′-3′-экзонуклеазной активности 
мутантов полноразмерной Bst-полимеразы [22]. 
И хотя использование БФ-Bst более широко рас-
пространено, в том числе в коммерческих реше-
ниях, этот фермент может тоже найти свое приме-
нение в методах изотермической амплификации. 

В работе [23] авторы вводили замены в области 
активного сайта Bst-БФ в целях изменения поли-
меразной активности фермента. Мишенями для 
мутагенеза стали четыре консервативных остатка 
в активном сайте полимеразы, которые важны для 
связывания конца праймера ДНК и dNTP, а так-
же для катализа полимеразной реакции: Gly310, 
Arg412, Lys416 и Asp540. Всего в работе были по-
лучены 10 различных мутантов Bst-БФ: G310A, 
G310L, D540A, D540E, R412A, R412E, K416A, 
K416D и двойные мутанты G310A-D540E и 
G310L-D540E. Значения kкат. для мутантов G310L 

и G310A были соответственно на 42,2 и 20,8% 
выше, чем у коммерческой ДНК-полимеразы Bst 
2.0 (NEB), а в случае мутанта D540E значение kкат. 
оказалось таким же, как и у ДНК-полимеразы Bst 
2.0 (NEB). Все остальные введенные мутации, в 
том числе и двойные мутанты, приводили к пол-
ной потере полимеразной активности.

Три активных мутанта Bst-БФ G310L, G310A 
и D540E были также протестированы в реакции 
изотермической амплификации по методу IMSA 
[24] для детекции фрагмента VP1 гена энтеро-
вируса 71 (EV71). Из всех вариантов модифи-
цированная БФ-Bst с мутацией G310L проде-
монстрировала более высокую эффективность 
амплификации ДНК, чем фермент дикого типа и 
коммерческий фермент Bst 2.0 (NEB).

Авторы работы [4] применили методы ма-
шинного обучения для поиска мутаций, повы-
шающих термостабильность Bst-БФ. В качестве 
матрицы для введения мутаций авторы исполь-
зовали описанный выше химерный белок Br512, 
содержащий быстро сворачивающийся довесок 
виллина НР47 на N-конце [16]. Из десяти спрог-
нозированных замен пять привели к существен-
ному снижению активности фермента в реакции 
LAMP (N528E, T510F, I304V, Y303H, V572A), а 
остальные пять (V191L, T493N, A522G, R562V, 
S371D) оказались более удачными: они сохра-
нили активность без изменений и привели к 
увеличению термостабильности ферментов по 
сравнению с Br512. Показано также, что комби-
нация предсказанных мутаций приводит к си-
нергетическому росту термостабильности фер-
мента. Анализ двойных и тройных мутантов 
позволил установить, что наиболее удачными 
вариантами являются T493N/A552G и S371D/
T493N/A552G.

Наибольшей активностью обладал тройной 
мутант S371D/T493N/A552G, а его повышенная 
термостабильность позволяла проводить реак-
цию изотермической амплификации LAMP при 
73 °C, а также осуществлять предварительный 
прогрев реакционной смеси до 75 °C в течение           
3 мин, а до 80 °C – в течение 30 с без ущерба для 
активности фермента.

В целом, комбинация химерного белка и на-
правленного мутагенеза позволила получить 
фермент с более высоким выходом, высокой ак-
тивностью в LAMP на уровне Bst 2.0 (NEB) и 
повышенной термостабильностью. За счет повы-
шения температуры реакции LAMP возможно как 
повышение эффективности реакции, особенно в 
случае GC-богатых матриц, так и сокращение 
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общего времени проведения реакции и более бы-
строе получение результатов.

В работе [25] сообщается о вариантах Bst-
полимеразы со сверхзаряженным дополнитель-
ным доменом виллина НР47. На поверхности 
виллина введены дополнительные положитель-
ные и отрицательные заряды с помощью мутаге-
неза. Все четыре отдельные положительные за-
мены аддитивно повышают термостабильность 
фермента, тогда как отрицательные мутации не 
влияют на активность. Показано, что мутанты 
A20K/N31R/E43K/N39K и N31R/E43K/N39K 
выполняют LAMP быстрее, чем родительский 
фермент после предварительного нагрева. Авто-
ры [25] сконструировали также комбинированные 
мутанты: Br512 g3.1: S371D/T493N/A552G/A20K/
N31R/E43K/N39K и Br512 g3.2: S371D/T493N/
A552G/N31R/E43K/N39K. Без предварительного 
нагрева эти ферменты работали на 5 мин быстрее, 
чем фермент Br512 (НР47wt-Bst-БФ) в LAMP. 

Мутации поверхности виллина также приве-
ли к повышению полимеразной активности по 
сравнению с Br512. Что касается устойчивости 
к ингибиторам, то Br512 g3.1 и Br512 g3.2 были 
активны в присутствии до 2 М мочевины, тогда 
как Br512 оказался неактивным в этих услови-
ях. EMSA [26] продемонстрировал более высо-
кую ДНК-связывающую способность мутан-
тов по сравнению с Br512. Однако Br512 g3.1 и 
Br512 g3.2 утратили активность обратной транс-
криптазы, а Br512 и мутант S371D/T493N/A552G 
сохранили ее. Введение замены K9D восстанав-
ливает активность обратной транскриптазы, не 
влияя на улучшение термостабильности и устой-
чивости к ингибиторам полученных мутантов.

Неупорядоченный мутагенез

Неупорядоченный мутагенез позволяет изме-
нять свойства ферментов, не углубляясь в ана-
лиз и моделирование структуры. Наличие срав-
нительно простой системы отбора мутантных 
форм фермента с нужными свойствами дает воз-
можность отбора оптимальных вариантов путем 
скрининга сотен и тысяч клонов. В работе [27] с 
помощью такого подхода удалось найти одну ами-
нокислотную замену Asp422Ala, которая приво-

дит к увеличению в 2,5 раза вытесняющей актив-
ности большого фрагмента ДНК-полимеразы I из 
психрофильной бактерии Psychrobacillus sp. Этот 
фермент проявляет оптимальную полимеразную 
активность при pH 8–9 и 25–110 мМ NaCl/KCl, а 
также синтезирует ДНК с замещением цепи при 
температуре окружающей среды (25–37 °C). 

Авторы [27] протестировали влияние ана-
логичной замены консервативного остатка 
Asp в термофильных гомологах из Ureibacillus 
thermosphaericus и Geobacillus stearothermophilus. 
Эксперименты показали, что замена Asp на Ala в 
положении 422 приводит к значительному уве-
личению активности смещения цепи и в этом 
случае. В структуре полимеразы I из Geobacillus 
stearothermophilus этот остаток находится в поло-
жении 720. 

В работе [28] авторы проверили влияние раз-
рушения солевого мостика между остатками 
D720 и R433 на вытесняющую активность Bst-
BF. Для этого были получены три одиночных му-
танта: D720A, R433A и R433P. Фермент получали 
в виде большого фрагмента с полигистидиновым 
тэгом, но нумерация мутаций указана для полно-
размерной версии. Полученные мутанты были 
протестированы в реакции LAMP в сравнении с 
коммерческим ферментом Warm Start LAMP Kit 
master mix (NEB, product number E1700L). Ока-
залось, что все три мутанта более эффективны в 
реакции LAMP, чем коммерческий продукт и не-
модифицированный фермент.

Заключение

В обзоре рассмотрены различные работы по 
модификации свойств БФ-Bst и гомологичных 
ферментов из термофильных организмов. Ис-
следователям удалось повысить активность фер-
ментов, увеличить их процессивность или тер-
мостабильность. В некоторых случаях удалось 
получить ферменты, обладающие активностью 
обратной транскриптазы, что дает возможность 
детектировать РНК-содержащие мишени без вве-
дения в систему дополнительного фермента. Од-
нако задача получения оптимального фермента 
для метода LAMP, объединяющего все эти улуч-
шенные свойства, все еще остается актуальной. 
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