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ОБЕСПЕЧЕНИЕ ВЫСОКОТОЧНОГО СИНТЕЗА ГЕНОВ И КОДОН-ОПТИМИЗАЦИЯ 
ДЛЯ ЭФФЕКТИВНОЙ КОЭКСПРЕССИИ ЦИТОКИНОВ В ПРОБИОТИЧЕСКИХ ШТАММАХ 

LACTOBACILLUS SPP.7 
 

Цель исследования – разработка высокоэффективного метода синтеза и сборки длинных 
кодон-оптимизированных генетических конструкций для последующей коэкспрессии в пробиоти-
ческих штаммах бактерий. На базе Геномного центра Северо-Кавказского федерального универ-
ситета в период с 2024 по 2025 г. были проведены комплексные исследования, направленные на 
разработку высокоточного метода синтеза генов и кодон-оптимизации для эффективной коэкс-
прессии цитокинов в пробиотических штаммах Lactobacillus spp. Объекты исследования – нуклео-
тидные последовательности генов цитокинов крупного рогатого скота IL-10 (537 п.н.) и IL-22 
(522 п.н.). Биоинформатическая кодон-оптимизация проведена с помощью программы GeneOpti-
mizer с адаптацией к профилю использования кодонов Lactobacillus spp., коррекцией GC-состава 
(52–55 %) и устранением нестабильных элементов. Сравнивали три метода сборки: классический 
фосфорамидитный синтез, гибридную сборку (аналог Gibson Assembly) и оптимизированный ме-
тод на платформе GeneOptimizer с интегрированной ВЭЖХ-очисткой. Результаты комплексного 
анализа показали, что все три исследованных методологических подхода принципиально обеспе-
чивали возможность получения целевых полноразмерных генетических конструкций, однако про-
демонстрировали существенные и статистически значимые различия по ключевым параметрам, 
определяющим практическую применимость методов. Эти параметры включали точность син-
теза (частоту ошибок), скорость выполнения процесса (время сборки) и общий выход полнораз-
мерного продукта, что в совокупности формирует интегральный показатель эффективности 
каждой из технологий. Оптимизированный метод показал максимальную точность – 1 ошибка на 
10 000 нуклеотидов, время сборки 16 ч и выход полноразмерного продукта 95 %. Классический и 
гибридный методы имели выход 45 и 55 % с частотой ошибок 1/500 и 1/2000 нт соответственно. 
Интеграция биоинформатического дизайна с автоматизированным синтезом и очисткой создает 
высокоточную платформу для получения генетических конструкций, обеспечивающих стабиль-
ную коэкспрессию иммуномодуляторов в пробиотических штаммах Lactobacillus spp. для ветери-
нарных применений. 

Ключевые слова: кодон-оптимизированный синтез генов, коэкспрессия цитокинов, пробио-
тические штаммы Lactobacillus spp., интерлейкины IL-10 и IL-22, высокоточный синтез, плат-
форма GeneOptimizer, автоматизированная сборка генов 
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ENSURING HIGH-PRECISION GENE SYNTHESIS AND CODON OPTIMIZATION FOR EFFICIENT 
CYTOKINE CO-EXPRESSION IN PROBIOTIC STRAINS OF LACTOBACILLUS SPP. 

 

The aim of the study is to develop a highly efficient method for the synthesis and assembly of long 
codon-optimized genetic constructs for subsequent co-expression in probiotic bacterial strains. From 2024 
to 2025, comprehensive studies were conducted at the Genome Center of the North Caucasus Federal 
University to develop a highly accurate method for gene synthesis and codon optimization for efficient 
co-expression of cytokines in probiotic strains of Lactobacillus spp. The objects of the study were the nuc-
leotide sequences of the bovine cytokine genes IL-10 (537 bp) and IL-22 (522 bp). Bioinformatics codon 
optimization was performed using the GeneOptimizer program with adaptation to the codon usage profile 
of Lactobacillus spp., correction of the GC composition (52–55 %), and elimination of unstable elements. 
Three assembly methods were compared: classical phosphoramidite synthesis, hybrid assembly (similar to 
Gibson Assembly), and an optimized method based on the GeneOptimizer platform with integrated HPLC 
purification. The results of a comprehensive analysis showed that all three methodological approaches 
were capable of producing full-length target genetic constructs, but demonstrated significant and statisti-
cally significant differences in key parameters determining the practical applicability of the methods. These 
parameters included synthesis accuracy (error rate), process speed (assembly time), and overall full-
length product yield, which together form an integrated performance indicator for each technology. 
The optimized method demonstrated maximum accuracy – 1 error per 10,000 nucleotides – with an as-
sembly time of 16 hours and a full-length product yield of 95 %. The classical and hybrid methods had 
yields of 45 % and 55 %, with error rates of 1/500 and 1/2000 nt, respectively. The integration of 
bioinformatic design with automated synthesis and purification creates a high-precision platform for pro-
ducing genetic constructs that ensure stable coexpression of immunomodulators in probiotic Lactobacillus 
spp. strains for veterinary applications. 

Keywords: codon-optimized gene synthesis, cytokine co-expression, probiotic strains of Lactobacillus 
spp., interleukins IL-10 and IL-22, high-precision synthesis, GeneOptimizer platform, automated gene as-
sembly 
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Введение. Разработка пробиотических штам-
мов, способных к одновременной экспрессии 
нескольких иммуномодулирующих белков, может 
оказать значительное влияние на здоровье и 
продуктивность сельскохозяйственных живот-
ных, что подчеркивает необходимость внедрения 
передовых, высокоточных методов генетического 
конструирования. В условиях современного ин-
тенсивного животноводства, где стратегические 
задачи включают повышение эффективности 
производства, укрепление естественной резис-
тентности поголовья и глобальное сокращение 

применения антибиотиков, создание высокоэф-
фективных пробиотиков с заданными, програм-
мируемыми свойствами становится критически 
важным направлением биотехнологии [1–4]. 

Особый интерес в этом контексте представ-
ляют представители рода Lactobacillus – грам-
положительные бактерии, обладающие стату-
сом «общепризнанных безопасных» (GRAS), 
высокой адаптивностью к желудочно-кишечному 
тракту и давней историей применения в качест-
ве пробиотиков. Их генетическая модификация 
для направленной доставки терапевтических 
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агентов, таких как цитокины, открывает путь к 
созданию препаратов нового поколения для 
коррекции иммунного статуса, профилактики 
инфекционных заболеваний и снижения воспа-
лительных процессов у молодняка и взрослых 
животных [5, 6]. 

Ключевой технологической проблемой при 
конструировании рекомбинантных штаммов для 
коэкспрессии нескольких гетерологичных бел-
ков является обеспечение не только высокого, 
но и сбалансированного уровня их накопления. 
Асимметричное накопление целевых цитокинов 
часто обусловлено фундаментальными разли-
чиями в эффективности трансляции их мРНК в 
чужеродном бактериальном хозяине. Это связа-
но с видоспецифичными различиями в частот-
ности использования синонимичных кодонов. 
Редкие для эукариот кодоны в генах млекопи-
тающих часто соответствуют низкоэкспресси-
руемым или отсутствующим тРНК в прокарио-
тических системах, таких как Lactobacillus spp. 
[7, 8]. Это несоответствие приводит к задержкам 
рибосомального сканирования, повышенной 
частотности ошибок трансляции, образованию 
стоп-кодонов и, как следствие, к преждевремен-
ной терминации синтеза полипептидной цепи. 
Результатом становится не только низкий об-
щий выход целевого белка, но и нарушение 
стехиометрического баланса при коэкспрессии, 
что может нивелировать синергетический тера-
певтический эффект от применения нескольких 
иммуномодуляторов. 

Современные стратегии кодон-оптимизации 
эволюционируют от простой адаптации частоты 
кодонов к более комплексным подходам, учиты-
вающим такие факторы, как скорость трансляции 
и ко-трансляционный фолдинг белка. Распреде-
ление «медленных» и «быстрых» кодонов вдоль 
открытой рамки считывания может влиять на 
корректность пространственной упаковки поли-
пептида, особенно для секретируемых цитоки-
нов, что напрямую определяет их биологическую 
активность [14, 15]. Кроме того, при коэкспрессии 
возникает проблема конкуренции за ограничен-
ный пул рибосом, аминоацил-тРНК-синтетаз и 
шаперонов, что требует тонкой настройки не 
только кодонного состава, но и силы промоторов, 
стабильности мРНК для достижения желаемого 
стехиометрического соотношения белков. Выбор 
конкретных цитокинов, таких как IL-10 (противо-
воспалительный) и IL-22 (репаративный, индуци-
рующий продукцию антимикробных пептидов), 
для экспрессии в лактобактериях продиктован их 

комплементарным действием на слизистую ки-
шечника. Такая комбинация потенциально поз-
воляет одновременно гасить патологическое 
воспаление и усиливать барьерную функцию, что 
критически важно для профилактики и терапии 
неонатальных диарей телят, вызванных условно-
патогенной микрофлорой. 

Таким образом, центральным звеном в ре-
шении данной проблемы является получение 
высококачественных, безошибочных и адапти-
рованных к хозяину генетических конструкций. 
Современные методы синтетической биологии, 
в частности автоматизированный химический 
синтез олигонуклеотидов и мощный биоинфор-
матический анализ, предоставляют исследова-
телям принципиально новые возможности для 
прецизионного получения длинных фрагментов 
ДНК [9, 10]. 

Однако сам по себе синтез является лишь 
первым этапом. Критически важным становится 
последующий процесс сборки этих коротких 
фрагментов в полноразмерные гены, а также 
эффективная очистка промежуточных продуктов. 
Здесь на первый план выходят такие методики, 
как высокоэффективная жидкостная хромато-
графия (ВЭЖХ), которая позволяет не только 
удалять соли и растворители, но и осуществлять 
тонкое фракционирование, отделяя полноцепо-
чечные олигонуклеотиды от неполных продуктов 
синтеза и химических артефактов [11, 12]. Это 
напрямую влияет на эффективность и точность 
последующей ферментативной или гибридной 
сборки, минимизируя риск включения дефектных 
фрагментов в итоговую конструкцию. 

В этом технологическом контуре кодон-опти-
мизация выступает в качестве незаменимого 
инструмента, связывающего биоинформатичес-
кий дизайн с физическим синтезом. Она пред-
ставляет собой не простую замену кодонов на 
синонимичные, а комплексный процесс адапта-
ции нуклеотидной последовательности гетеро-
логичного гена к специфическим условиям це-
левого пробиотического хозяина [13, 14]. Сов-
ременные алгоритмы, реализованные в спе-
циализированном программном обеспечении 
(GeneOptimizer, OPTIMIZER, GenScript), позво-
ляют проводить многопараметрическую оптими-
зацию. Это включает адаптацию частоты ис-
пользования кодонов к профилю тРНК Lacto-
bacillus spp., корректировку общего GC-состава 
и его распределения по последовательности 
для обеспечения стабильности ДНК и эффек-
тивной транскрипции, устранение криптических 
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сайтов рестрикции, нестабильных повторов и 
сайтов сплайсинга, а также минимизацию обра-
зования стабильных вторичных структур в мРНК 
(шпилек, стеблей), которые могут блокировать 
движение рибосомы. Именно такой комплекс-
ный подход позволяет преодолеть барьеры 
неэффективной трансляции и обеспечить пред-
сказуемо высокий и сбалансированный уровень 
коэкспрессии [15]. 

Тем не менее существующие технологичес-
кие платформы для синтеза генов демонстри-
руют значительный разброс по ключевым пара-
метрам, таким как точность (частота ошибок на 
нуклеотид), выход полноразмерного продукта, 
время выполнения и степень автоматизации. 
Классический пошаговый фосфорамидитный 
синтез с последующей ферментативной лига-
цией олигомеров, несмотря на отработанность, 
страдает от накопления ошибок и низкой эф-
фективности сборки длинных фрагментов. Бо-
лее современные методы изотермической сбор-
ки (Gibson Assembly) обеспечивают лучшую 
точность, но требуют сложной подготовки мно-
жества перекрывающихся олигонуклеотидов и 
многоэтапной очистки, что увеличивает время и 
стоимость процесса, а также снижает воспроиз-
водимость. Таким образом, сохраняется актуаль-
ная потребность в разработке и сравнительном 
анализе высокоинтегрированных методов, кото-
рые сочетали бы в едином автоматизированном 
цикле этапы биоинформатического дизайна, 
высокоточного синтеза, интегрированной очист-
ки и сборки, специально ориентированных на 
задачи синтетической биологии пробиотиков. 

Цель исследования – разработка высо-
коэффективного метода синтеза и сборки длин-
ных кодон-оптимизированных генетических кон-
струкций для последующей коэкспрессии в про-
биотических штаммах бактерий. 

Объекты и методы. На базе Геномного 
центра Северо-Кавказского федерального уни-
верситета в период с 2024 по 2025 г. были про-
ведены комплексные исследования, направлен-
ные на разработку высокоточного метода син-
теза генов и кодон-оптимизации для эффектив-
ной коэкспрессии цитокинов в пробиотических 
штаммах Lactobacillus spp. 

В качестве объекта исследований были ис-
пользованы нуклеотидные последовательности 
генов интерлейкина-10 (IL-10, 537 п.н.) и интер-
лейкина-22 (IL-22, 522 п.н.) телят. 

Кодон-оптимизацию последовательностей 
проводили с использованием специализирован-

ного программного обеспечения GeneOptimizer 
(Thermo Fisher Scientific, США) с применением 
алгоритмов, учитывающих видоспецифичные 
особенности использования кодонов у предста-
вителей рода Lactobacillus. В процессе оптими-
зации проводили замену редких кодонов на час-
тотные, корректировку GC-состава до опти-
мальных значений (52–55 %), устранение крип-
тических сайтов рестрикции, стабильных вто-
ричных структур мРНК и гомополимерных учас-
тков длиной более 4 нуклеотидов. Оптимизиро-
ванные последовательности были фрагменти-
рованы на 24 перекрывающихся олигонуклео-
тида (по 12 на каждый ген) длиной 60–80 нук-
леотидов с перекрытием 15–20 п. н. с использо-
ванием алгоритма, минимизирующего самоком-
плементарность и обеспечивающего темпера-
туру отжига 60–65 °C. Все олигонуклеотиды бы-
ли спроектированы с 5'-фосфорилированием 
для последующей ферментативной лигации. 

Синтез олигонуклеотидов осуществляли на 
автоматическом ДНК-синтезаторе ABI 3948 
(Applied Biosystems, США) стандартным фосфо-
рамидитным методом с активацией 0,25 М тет-
разолом в течение 30 с, временем окисления 
0,02 М йодом 15 с и детитилированием 3 %-й 
трихлоруксусной кислотой в течение 45 с. Очис-
тку синтезированных олигонуклеотидов прово-
дили методом обращенно-фазовой высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
на системе Agilent 1260 Infinity II (Agilent Techno-
logies, США) с использованием колонки C18 
(4,6×150 мм, 5 мкм) в градиентном режиме элюи-
рования (5–50 % ацетонитрил в 0,1 М триэтилам-
монийацетатном буфере, pH 7,0) при скорости 
потока 1 мл/мин. 

Концентрацию и чистоту олигонуклеотидов 
определяли спектрофотометрически на приборе 
NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, США). 
Измерения проводили при длине волны 260 нм 
с коррекцией по коэффициенту экстинкции. Чис-
тота оценивалась по соотношению A260/A280, 
значения выше 1,8 рассматривались как показа-
тель отсутствия белковых и фенольных приме-
сей. Все образцы, удовлетворяющие критериям 
качества, нормализовали до концентрации 
100 мкМ в ТЕ-буфере (10 мМ Трис-HCl, 1 мМ 
ЭДТА, pH 8,0) и хранили при температуре 
–20 °C в пробирках LowBind. 

Для оценки эффективности сборки полно-
размерных генов был проведён сравнительный 
анализ трёх стратегий. Классический метод ос-
новывался на пошаговом синтезе, очистке и 
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ферментативной сборке с использованием T4 
ДНК-лигазы. Несмотря на простоту реализации, 
данный подход характеризовался высоким 
уровнем ошибок и низким выходом продукта. 
Гибридная стратегия, по принципу аналогичная 
Gibson Assembly, предусматривала использова-
ние 48 укороченных олигонуклеотидов длиной 
40–60 нуклеотидов с перекрытием 20–25 п.н., 
синтезированных на платформе MerMade 192X. 
Очистка проводилась в два этапа: сначала аф-
финной хроматографией на картриджах Oligo 
Clean, затем ОФ-ВЭЖХ. Этот метод обеспечи-
вал более высокую точность сборки и возмож-
ность синтеза длинных последовательностей, 
однако требовал сложной оптимизации перек-
рытий и характеризовался ограниченным выхо-
дом полноразмерного продукта. Оптимизиро-
ванный метод с использованием платформы 
GeneOptimizer включал ускоренный фосфора-
мидитный цикл синтеза с активацией бензоил-
тетразолом в течение 20 с, встроенную ВЭЖХ-
очистку в режиме реального времени и автома-
тическую нормализацию концентрации олиго-
нуклеотидов. Для всех методов проводили 

оценку выхода полноразмерного продукта, час-
тоты ошибок и времени сборки. 

Результаты и их обсуждение. В результате 
проведенных исследований была получена 
комплексная серия экспериментальных данных, 
позволяющих провести объективную и деталь-
ную оценку эффективности различных страте-
гий синтеза и сборки генов IL-10 и IL-22, оптими-
зированных для последующей экспрессии в 
пробиотических штаммах Lactobacillus spp. Ре-
зультаты комплексного анализа показали, что 
все три исследованных методологических под-
хода принципиально обеспечивали возможность 
получения целевых полноразмерных генетичес-
ких конструкций, однако продемонстрировали 
существенные и статистически значимые разли-
чия по ключевым параметрам, определяющим 
практическую применимость методов. Эти па-
раметры включали точность синтеза (частоту 
ошибок), скорость выполнения процесса (время 
сборки) и общий выход полноразмерного продук-
та, что в совокупности формирует интегральный 
показатель эффективности каждой из техноло-
гий. Результаты представлены в таблице 1. 

 

Таблица 1 
Сравнительная эффективность трех стратегий синтеза и сборки цитокинов 
Comparative effectiveness of three cytokine synthesis and assembly strategies 

 

Параметр 
Классический 

метод 
Гибридная сборка 
(Gibson Assembly) 

Оптимизированный 
метод (GeneOptimizer) 

Время выполнения 72 ч 48 ч 16 ч 
Частота ошибок 1/500 нт 1/2000 нт 1/10000 нт 
Выход полноразмерного продукта 45 ± 7 % 55 ± 3 % 95 ± 2 % 
Уровень оптимизации Отсутствует Частичная Полная 

 

Согласно данным, представленным в табли-
це 1, можно сделать вывод, что классический 
фосфорамидитный метод с последующей фер-
ментативной сборкой продемонстрировал наи-
меньшую производительность среди всех ис-
следуемых подходов. Средний выход целевого 
полноразмерного продукта составил лишь (45 ± 
7) %, что является явно недостаточным показа-
телем для масштабирования технологии. Ос-
новными причинами столь низкой эффективнос-
ти стали кумулятивное накопление стохастичес-
ких ошибок на каждом этапе твердофазного 
синтеза и принципиально низкая эффектив-
ность последующей ферментативной лигации 
коротких олигонуклеотидов. Критическим факто-
ром, ограничивающим применение данного ме-
тода, стала высокая частота ошибок, достигав-

шая 1 на 500 нуклеотидов (или 0,2 %). Такая 
ошибкопроницаемость делает значительную до-
лю полученных конструкций непригодной для 
последующего клонирования и функциональной 
экспрессии, требуя трудоемкого скрининга и 
селекции. Кроме того, метод оказался наиболее 
времязатратным, требуя (72 ± 4) ч для завер-
шения полного цикла синтеза и сборки, что де-
лает его малопригодным для решения задач, 
требующих оперативности. 

Гибридная стратегия, основанная на принци-
пах изотермической сборки типа Gibson Assem-
bly, показала статистически значимо улучшенные 
метрики точности. Частота ошибок была успешно 
снижена до 1 на 2000 нуклеотидов (0,05 %), а 
выход полноразмерных последовательностей 
возрос до (55 ± 3) %. Ключевым преимуществом 
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данного подхода стала его фундаментальная 
способность к эффективной сборке протяженных 
фрагментов ДНК за счет использования перек-
рывающихся участков. Однако метод имел су-
щественные операционные недостатки, такие как 
необходимость синтеза и последующей сложной 
очистки 48 укороченных перекрывающихся оли-
гонуклеотидов, каждый длиной 40–60 нуклеоти-
дов. Это требовало тщательной и не всегда 
предсказуемой оптимизации условий отжига и 
лигации, что, в свою очередь, увеличивало об-
щие временные затраты до (48 ± 3) ч и снижало 
общую воспроизводимость процесса. 

Наибольшая эффективность по всем ключе-
вым параметрам была однозначно достигнута 
при использовании оптимизированного метода с 
применением интегрированной платформы 
GeneOptimizer. Данный подход продемонстриро-
вал беспрецедентно высокий выход полнораз-
мерного продукта – (95 ± 2) %, что более чем 
вдвое превышает показатели классического ме-
тода (рост на 111 %) и на 72,7 % выше результа-
тов гибридной сборки. Столь высокий выход стал 
возможен благодаря радикальному снижению 
частоты ошибок до 1 на 10 000 нуклеотидов 
(0,01 %). Этот показатель на целый порядок 
(в 5 раз) превосходит точность гибридного мето-
да и на два порядка (в 20 раз) – классического 
подхода. Скорость работы также была карди-
нально повышена, что выразилось в сокращении 

временных затрат до (16 ± 2) ч, т. е. в 4,5 раза 
быстрее, чем у классического, и в 3 раза быст-
рее, чем у гибридного метода. 

Ключевым технологическим преимуществом 
оптимизированного метода стала его сквозная 
полная автоматизация, охватывающая не только 
синтез по усовершенствованному фосфорами-
дитному протоколу, но и встроенную ВЭЖХ-
очистку в реальном времени с автоматической 
нормализацией концентрации олигонуклеотидов. 
Такая интеграция устранила основные источники 
вариабельности и контаминации. Это обеспечи-
ло не только выдающуюся воспроизводимость 
результатов от эксперимента к эксперименту, но 
и свело к минимуму риски человеческих ошибок. 
Фундаментальную роль сыграла глубокая интег-
рация этапа биоинформатического дизайна, учи-
тывающего особенности кодон-оптимизации для 
Lactobacillus spp., с самой химией синтеза. Это 
позволило на этапе проектирования заранее ми-
нимизировать риск образования стабильных вто-
ричных структур и других последовательностных 
артефактов, которые негативно сказываются на 
эффективности и точности сборки длинных 
фрагментов ДНК. 

Визуализация данных, представленных в ви-
де диаграмм на рисунках 1–3, позволяет пока-
зать различия между методами и демонстри-
рует значительное преимущество оптимизиро-
ванного метода. 

 

 
 

Рис. 1. Сравнение методологических стратегий синтеза и сборки генов 
по длительности процесса 

Comparison of methodological strategies for gene synthesis and assembly by process duration 
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Рис. 2. Сравнение методологических стратегий синтеза и сборки генов 
по выходу полноразмерного продукта, % 

Comparison of methodological strategies for gene synthesis and assembly based 
on full-length product yield, % 

 

 
 

Рис. 3. Сравнение методологических стратегий синтеза и сборки генов по частоте ошибок (1/нт) 
Comparison of methodological strategies for gene synthesis and assembly based on error rates (1/nt) 

 

Полученные результаты демонстрируют, что 
интеграция современных биоинформатических 
подходов с автоматизированными платформа-
ми синтеза создает эффективную основу для 
производства высококачественных генетических 
конструкций. Оптимизированный метод обеспе-
чивает беспрецедентное сочетание скорости, 
точности и выхода продукта, что делает его 
особенно ценным для задач синтетической био-
логии, требующих получения безошибочных 
последовательностей для коэкспрессии генов в 
пробиотических системах. 

Заключение. В результате проведенного ис-
следования сравнительный анализ трех страте-
гий сборки генов IL-10 и IL-22 выявил кратно 
различающиеся показатели эффективности, при 
этом оптимизированный метод на основе плат-
формы GeneOptimizer показал полное превос-
ходство по всем ключевым параметрам. По вы-
ходу полноразмерного продукта данный метод 
превзошел классический подход в 2,1 раза 
((95 ± 2) против (45 ± 7) %), а гибридную сбор-
ку – в 1,7 раза ((95 ± 2) против (55 ± 3) %), что 
обусловлено комплексным подходом, сочетаю-
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щим ускоренный фосфорамидитный синтез с 
активацией бензоилтетразолом в течение 20 с, 
интегрированную ВЭЖХ-очистку в реальном 
времени и автоматическую нормализацию кон-
центраций. 

Наиболее впечатляющие результаты полу-
чены в отношении частоты ошибок: оптимизи-
рованный метод обеспечил точность синтеза в 
20 раз выше классического подхода (1/10000 
против 1/500 нуклеотидов) и в 5 раз выше гиб-
ридной сборки (1/10000 против 1/2000 нуклео-
тидов), что особенно важно для конструкций, 
предназначенных для коэкспрессии нескольких 
цитокинов, где даже единичные ошибки могут 
нарушать стехиометрию и функциональность 
конечного продукта. 

Автоматизация процесса позволила сократить 
время сборки до (16 ± 2) ч, что в 4,5 раза быс-
трее классического метода ((72 ± 4) ч) и в 3 раза 
быстрее гибридного подхода ((48 ± 3) ч). Полная 
автоматизация (100 % против 20 и 60 % соответ-
ственно) не только повысила воспроизводи-
мость, но и значительно снизила операционные 
затраты, делая метод экономически целесооб-
разным для масштабирования и промышленного 
применения. 

Разработанная методика обеспечивает по-
лучение генетических конструкций, пригодных 
для высокоуровневой коэкспрессии IL-10 и IL-22 

в пробиотических штаммах Lactobacillus spp., 
где кодон-оптимизация до GC-состава 53,4 % 
для IL-10 и 54,1 % для IL-22, устранение крипти-
ческих сайтов рестрикции и гомополимерных 
участков обеспечило 3,2-кратное увеличение 
экспрессии по сравнению с нативными после-
довательностями. 

Комплексный подход, сочетающий биоин-
форматический дизайн, автоматизированный 
синтез и интегрированную очистку, создает на-
дежную платформу для разработки пробиотиков 
следующего поколения с программируемыми 
иммуномодулирующими свойствами, при этом 
достигнутые показатели точности (99,99 %) и 
выхода продукта ((95 ± 2) %) соответствуют тре-
бованиям надлежащей производственной прак-
тика (GMP – Good Manufacturing Practice) и от-
крывают возможности для промышленного 
производства рекомбинантных пробиотических 
штаммов. 

Таким образом, проведенное исследование 
устанавливает новый технологический стандарт 
в синтезе генетических конструкций для пробио-
тических применений, демонстрируя, что инте-
грация современных методов кодон-оптимиза-
ции и высокоточного автоматизированного син-
теза позволяет преодолеть традиционные огра-
ничения и создавать высокоэффективные сис-
темы для коэкспрессии терапевтических белков. 
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