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Ñòàáèëüíîñòü è àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ − îñíîâíûå
ôàêòîðû, îïðåäåëÿþùèå èõ ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçî-
âàíèÿ â áèîòåõíîëîãèè. Äëÿ ñòàáèëèçàöèè áèîêàòàëè-
çàòîðîâ ïðèìåíÿþò äâà îñíîâíûõ ïîäõîäà:
1) îïòèìèçàöèÿ ìèêðîîêðóæåíèÿ ôåðìåíòà â ðàñòâîðå
èëè â èììîáèëèçîâàííîì ñîñòîÿíèè; 2) îïòèìèçàöèÿ
ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðû ôåðìåíòà. Âòîðîé ïîäõîä
îñóùåñòâëÿåòñÿ ëèáî ìåòîäàìè õèìè÷åñêîé ìîäèôè-
êàöèè, ëèáî ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè. Â
ïåðâîì ñëó÷àå ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ â îñíîâíîì ïî-
âåðõíîñòíûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, âî âòîðîì –
âîçìîæíà çàìåíà êàê ïîâåðõíîñòíûõ, òàê è âíóòðè-
áåëêîâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ñëåäîâàòåëüíî,
ãåíåòè÷åñêàÿ èíæåíåðèÿ îòêðûâàåò øèðîêèå ïóòè
êîíñòðóèðîâàíèÿ íîâûõ ôîðì ôåðìåíòîâ, îáëàäàþùèõ
ïîâûøåííîé óñòîé÷èâîñòüþ ê òàêèì âíåøíèì ôàêòî-
ðàì, êàê òåìïåðàòóðà, îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè è
ðàçëè÷íûå õèìè÷åñêèå àãåíòû.

Â íàøåé ëàáîðàòîðèè èçó÷àåòñÿ ëþöèôåðàçà ñâåò-
ëÿêîâ Luciola mingrelica, ñòàáèëèçàöèÿ êîòîðîé áûëà
äîñòèãíóòà êàê èçìåíåíèåì  ìèêðîîêðóæåíèÿ ôåð-
ìåíòà ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ äîáàâîê â ðàñòâîðû
[1, 2], òàê è ìåòîäàìè èììîáèëèçàöèè [3]. Â äàííîé
ðàáîòå äàåòñÿ êðàòêèé îáçîð ðåçóëüòàòîâ ïî ñòàáèëè-
çàöèè ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ Luciola mingrelica ìå-
òîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè.
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Äàí êðàòêèé îáçîð ðåçóëüòàòîâ ïî ñòàáèëèçàöèè ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ Luciola mingrelica
ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè. Ìåòîäîì ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà
Cys62,146,164Ser ïîëó÷åíû ìóòàíòíûå ôåðìåíòû ñ ïîâûøåííîé òåðìîñòàáèëüíîñòüþ è
ìåíüøåé çàâèñèìîñòüþ îò äîáàâîê äèòèîòðåèòîëà. Ïîëó÷åí äâîéíîé ìóòàíò G216N, A217L,
òåðìîñòàáèëüíîñòü è óñòîé÷èâîñòü ê ÄÌÑÎ êîòîðîãî áûëè â íåñêîëüêî ðàç âûøå, ÷åì WT-
ëþöèôåðàçû. Ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç ó÷àñòêà ãåíà, êîäèðóþùåãî îñòàòêè 1-225, è ñêðèíèíã
ìóòàíòîâ ïîçâîëèëè ïîëó÷èòü áîëåå òåðìîñòàáèëüíûé, ÷åì WT-ëþöèôåðàçà, ìóòàíò ÌÒ8 è
áîëåå óñòîé÷èâûå ê äèìåòèëñóëüôîêñèäó  ìóòàíòû MT3, MT4. Ìåòîäîì íàïðàâëåííîé ýâî-
ëþöèè ó÷àñòêà ãåíà, êîäèðóþùåãî îñòàòêè 130-390, ïîñëå 4 öèêëîâ ìóòàãåíåçà  ïîëó÷åí
ìóòàíò 4TS, ñîäåðæàùèé 8 çàìåí, óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü êîòîðîãî ïî ñðàâíåíèþ ñ WT-ëþöè-
ôåðàçîé âîçðîñëà â 2 ðàçà, çíà÷åíèå Km ïî ÀÒÔ óìåíüøèëîñü â 8 ðàç, à ñòàáèëüíîñòü ïðè 42°C
óâåëè÷èëàñü â 65 ðàç. Îáñóæäåí ìåõàíèçì ñòàáèëèçàöèè äàííîãî ìóòàíòà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ, Luciola mingrelica, ñàéò-ñïåöèôè÷åñêèé
ìóòàãåíåç, ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç, ìóòàíò G216N, A217L, óñòîé÷èâîñòü ê ÄÌÑÎ,
òåðìîñòàáèëüíîñòü.

Ñòàáèëèçàöèÿ ëþöèôåðàçû ìåòîäîì ñàéò-ñïå-
öèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà îñòàòêîâ öèñòåèíà.
Ëþöèôåðàçû èç ðàçëè÷íûõ ñâåòëÿêîâ ñîäåðæàò òðè
àáñîëþòíî êîíñåðâàòèâíûõ è îò 1 äî 10 íåêîíñåðâà-
òèâíûõ îñòàòêîâ Cys, ïðè÷åì ÷åì áîëüøå ÷èñëî
ïîñëåäíèõ, òåì ìåíåå ñòàáèëüíûì ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíò
[4]. Êîíñåðâàòèâíûå îñòàòêè  Cys íå âõîäÿò â ñîñòàâ
àêòèâíîãî öåíòðà, è åäèíè÷íûå çàìåíû êîíñåðâàòèâ-
íûõ îñòàòêîâ Cys82,260,393 íà Ala â ëþöèôåðàçå
ñâåòëÿêîâ L. mingrelica íå ïîâëèÿëè íà êàòàëèòè÷åñ-
êèå ñâîéñòâà è ñòàáèëüíîñòü ôåðìåíòà [5]. Çíà÷è-
òåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàç îáóñ-
ëîâëåíû êîëè÷åñòâîì íåêîíñåðâàòèâíûõ îñòàòêîâ
Cys, îñîáåííî òåõ, SH-ãðóïïû êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ
âáëèçè èëè íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ãëîáóëû è áîëåå
äîñòóïíû äëÿ îêèñëåíèÿ, ñëåäñòâèåì êîòîðîãî ÿâëÿåò-
ñÿ èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè áåëêîâîé ãëîáóëû è èíàê-
òèâàöèÿ ôåðìåíòà. Äîáàâêè äèòèîòðåèòîëà (ÄÒÒ) çà-
ìåäëÿþò èíàêòèâàöèþ ôåðìåíòà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâó-
åò îá ó÷àñòèè SH-ãðóïï îñòàòêîâ Cys â ïðîöåññå
èíàêòèâàöèè, ïîýòîìó ìîæíî áûëî îæèäàòü, ÷òî çà-
ìåíà îñòàòêîâ Cys íà áîëåå óñòîé÷èâûå ê îêèñëåíèþ
àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè ïðèâåäåò ê ïîâûøåíèþ ñòà-
áèëüíîñòè ëþöèôåðàçû.

Àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû ëþöèôåðàçû
L. mingrelica ïîêàçàë, ÷òî îñòàòêè Cys62, 146  è 164
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ðàñïîëîæåíû íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ãëîáóëû è èìå-
þò ãèäðîôèëüíîå ìèêðîîêðóæåíèå. SH-ãðóïïà îñòàò-
êà Cys146 ýêñïîíèðîâàíà â ðàñòâîð, à SH-ãðóïïû îñ-
òàòêîâ Cys62 è Cys164 íàïðàâëåíû â ãëóáü ìîëåêóëû,
ïîýòîìó äëÿ çàìåíû áûë âûáðàí áëèçêèé ê îñòàòêó
Cys ïî ðàçìåðó è óñòîé÷èâûé ê îêèñëåíèþ îñòàòîê
Ser, èìåþùèé ãèäðîôèëüíûå ñâîéñòâà [6]. Ìóòàíòíûå
ïëàçìèäû, êîäèðóþùèå çàìåíû Cys62Ser, Cys146Ser
è Cys164Ser, ïîëó÷åíû ìåòîäîì ÏÖÐ íà îñíîâå ïëàç-
ìèäû pLR, íåñóùåé ãåí ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ
L. mingrelica. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ìóòàíòíûõ ôåð-
ìåíòîâ ñ çàìåíàìè Cys62Ser è Cys164Ser áëèçêà ê
àêòèâíîñòè èñõîäíîãî ôåðìåíòà, à àêòèâíîñòü ìóòàí-
òíîãî ôåðìåíòà ñ çàìåíîé Cys146Ser âîçðîñëà â 1,5
ðàçà. Ìóòàöèè íå ïîâëèÿëè íà ñðîäñòâî ôåðìåíòà ê
ñóáñòðàòàì. Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî äàííûå
îñòàòêè Cys óäàëåíû îò àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåíòà
íà ~30Å è íå îêàçûâàþò çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà åãî
êîíôîðìàöèþ [6, 7].

Òåðìîèíàêòèâàöèÿ èñõîäíîé ëþöèôåðàçû (WT) è åå
ìóòàíòíûõ ôîðì èçó÷åíà ïðè 37°Ñ ïðè ðàçíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ôåðìåíòà (10–8–10–6 Ì) â ïðèñóòñòâèè è
â îòñóòñòâèå ÄÒÒ. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èíàêòèâàöèè
(ðèñ. 1) îïèñûâàþòñÿ äâóìÿ ýêñïîíåíòàìè, ñîîòâåò-
ñòâóþùèìè áûñòðîé è ìåäëåííîé ñòàäèè èíàêòèâà-
öèè. Êîíñòàíòû ñêîðîñòè áûñòðîé (k1) è ìåäëåííîé
(k2) ñòàäèè èíàêòèâàöèè WT-ëþöèôåðàçû çàâèñÿò îò
êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà – ÷åì âûøå åãî êîíöåíòðà-
öèÿ, òåì ôåðìåíò ñòàáèëüíåå. Ïðè êîíöåíòðàöèè ôåð-
ìåíòà 10–6 Ì êîíñòàíòû k1 è k2 áëèçêè äëÿ WT è
ìóòàíòíûõ ôîðì ëþöèôåðàçû. Ïðè êîíöåíòðàöèè
10–8 Ì êîíñòàíòû k1 è k2 äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì îêà-
çàëèñü â 4–5 ðàç íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ WT-ëþöèôåðà-
çîé, à íà ìåäëåííîé ñòàäèè ïåðèîä ïîëóèíàêòèâàöèè
(τ1/2) âîçðîñ ñ 9 ìèí äëÿ WT-ëþöèôåðàçû äî 43 ìèí
äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì ôåðìåíòà. Òàêèì îáðàçîì, ìó-

òàöèè ïðèâåëè ê çàìåòíîìó ïîâûøåíèþ ñòàáèëüíîñòè
ôåðìåíòà íà îáåèõ ñòàäèÿõ èíàêòèâàöèè, íî íàèáîëåå
ñèëüíî ýôôåêòû ñòàáèëèçàöèè ïðîÿâëÿëèñü ïðè íèçêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ ôåðìåíòà.

Êðîìå òîãî, çíà÷èòåëüíî óìåíüøèëîñü âëèÿíèå
ÄÒÒ íà ñòàáèëüíîñòü ìóòàíòíûõ ôîðì ïî ñðàâíåíèþ
ñ WT-ëþöèôåðàçîé. Êîíñòàíòû èíàêòèâàöèè ôåðìåí-
òà (ïðè êîíöåíòðàöèè 10–7 M) â ïðèñóòñòâèè è â îò-
ñóòñòâèå 12 ìÌ ÄÒÒ (òàáë. 1) ïîêàçûâàþò, ÷òî äî-
áàâêè ÄÒÒ ñòàáèëèçèðóþò WT-ëþöèôåðàçó íà âòîðîé
ñòàäèè èíàêòèâàöèè. Ïî-âèäèìîìó, êîíñòàíòà k2 ÿâ-
ëÿåòñÿ ñóììîé êîíñòàíò èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà çà
ñ÷åò îêèñëåíèÿ SH-ãðóïï è äåíàòóðàöèè, à â ïðèñóò-
ñòâèè ÄÒÒ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîíñòàíòó äåíàòóðà-
öèè. Äëÿ ìóòàíòíîé ëþöèôåðàçû ñ çàìåíîé Cys62Ser
ïðèñóòñòâèå ÄÒÒ ïðèâåëî ê ñíèæåíèþ êîíñòàíòû

Ðèñ. 1. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè WT-ëþöèôåðà-
çû Luciola mingrelica (1) è åå ìóòàíòîâ ñ çàìåíàìè Cys62 (2), 146
(3), 164 (4) íà Ser ïðè 37°Ñ. Óñëîâèÿ èíàêòèâàöèè: 0,05 Ì Òðèñ-
àöåòàò, 2 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ MgSO4, ðÍ 7,8, 10–8 Ì ëþöèôåðàçà

Ò à á ë è ö à  1

Êîíñòàíòû ñêîðîñòè òåðìîèíàêòèâàöèè  WT-ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica è åå ìóòàíòíûõ ôîðì ïðè
37°Ñ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 12 ìÌ äèòèîòðåèòîëà (óñëîâèÿ: 0,05 Ì Òðèñ-àöåòàò,  2 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ

MgSO4, ðÍ 7, 8, 10–7 Ì ëþöèôåðàçà)

13 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3
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WT-ëþöèôåðàçà 0,34±0,02 0,074±0,003 0,33±0,03 0,023±0,006 

Ìóòàíò Cys62Ser 0,10±0,01 0,016±0,005 0,04±0,02 0,010±0,005 

Ìóòàíò Cys146Ser 0,06±0,01 0,016±0,004 0,05±0,02 0,015±0,003 
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èíàêòèâàöèè k1 â 2 ðàçà, íî ïî÷òè íå èçìåíèëî êîí-
ñòàíòó k2. Äëÿ ìóòàíòíîé ëþöèôåðàçû ñ çàìåíîé
Cys146Ser ïðèñóòñòâèå ÄÒÒ íå ïîâëèÿëî íà îáå êîí-
ñòàíòû èíàêòèâàöèè, k1 è k2. Ñëåäîâàòåëüíî, åäèíè÷-
íûå çàìåíû îñòàòêîâ Cys íà Ser ïðèâåëè ê òîìó, ÷òî
ìóòàíòíûå ôåðìåíòû ñòàëè ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûìè
ê ïðèñóòñòâèþ ÄÒÒ. Òàêèì îáðàçîì, ìóòàíòíûå ôåð-
ìåíòû ñ çàìåíàìè Cys62Ser è Cys146Ser êàê â ïðè-
ñóòñòâèè, òàê è â îòñóòñòâèå ÄÒÒ ÿâëÿþòñÿ áîëåå
ñòàáèëüíûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ WT-ëþöèôåðàçîé [6].

Ñòàáèëèçàöèÿ äâîéíîãî ìóòàíòà ëþöèôåðàçû
L. mingrelica ñ çàìåíàìè G216N, A217L [8]. Ïî
äàííûì ëèòåðàòóðû [9], çàìåíà îñòàòêà T217 íà
L,I,V óâåëè÷èâàåò òåðìîñòàáèëüíîñòü ëþöèôåðàçû
ñâåòëÿêîâ L. cruciata â 7–8 ðàç ïðè 50°C. Àíàëîãè÷-
íàÿ çàìåíà A217L â ëþöèôåðàçàõ L. lateralis è
P. pyralis  òàêæå ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïîâûøå-
íèþ òåðìîñòàáèëüíîñòè áåç óìåíüøåíèÿ êàòàëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè [10, 11]. Îäíàêî óäåëüíàÿ àêòèâ-
íîñòü ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ H. parvula (98% ãîìî-
ëîãèè ñ ëþöèôåðàçîé L. mingrelica) ïðè çàìåíå
A217L ïàäàåò äî 0,074% îò èñõîäíîé, íåñìîòðÿ íà
ïîâûøåíèå òåðìîñòàáèëüíîñòè â 5 ðàç [12]. Îêðóæå-
íèå îñòàòêà A217 â ëþöèôåðàçàõ L. mingrelica è
H. parvula èäåíòè÷íî, ïîýòîìó è äëÿ ëþöèôåðàçû
L. mingrelica åäèíè÷íàÿ çàìåíà A217L ïðèâåëà áû ê
ïîòåðå àêòèâíîñòè. Ýòè ëþöèôåðàçû â ïîëîæåíèè 216
èìåþò îñòàòîê Gly, â òî âðåìÿ êàê ëþöèôåðàçû
L. cruciata è L. lateralis – îñòàòîê Asn. Ýòî ìîæåò
áûòü ïðè÷èíîé ðàçëè÷èÿ â ýôôåêòàõ ìóòàöèé. Ïîýòî-
ìó ìåòîäîì ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà áûë
ïîëó÷åí äâîéíîé ìóòàíò ëþöèôåðàçû L. mingrelica ñ
çàìåíàìè G216N, A217L, â êîòîðîì îêðóæåíèå îñòàò-
êà 217 áëèæå ê òàêîâîìó â ëþöèôåðàçàõ L. cruciata
è L. lateralis. Àêòèâíîñòü äâîéíîãî ìóòàíòà ëþöèôå-
ðàçû L. mingrelica ïîíèçèëàñü äî 15%. Òàêèì îáðà-
çîì, äîïîëíèòåëüíàÿ çàìåíà G216N îêàçàëàñü íåäî-
ñòàòî÷íîé äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ïàäåíèÿ àêòèâíîñòè
ïðè çàìåíå A217L, îäíàêî ñíèæåíèå àêòèâíîñòè áûëî
íå ñòîëü çíà÷èòåëüíî, êàê ïðè ìóòàöèè A217L â ëþ-
öèôåðàçå H. parvula. Ñðàâíåíèå êèíåòèêè íåîáðàòè-
ìîé òåðìîèíàêòèâàöèè ìóòàíòíîé è WT- ëþöèôåðàç
ïðè 42°C ïîêàçàëî, ÷òî äâîéíàÿ çàìåíà G216N,
A217L ïðèâåëà ê çàìåòíîé ñòàáèëèçàöèè ëþöèôåðàçû.
Òåðìîèíàêòèâàöèÿ ìóòàíòà ïðîèñõîäèëà â äâå ñòàäèè:
íà ïåðâîé – àêòèâíîñòü ìóòàíòà ñíèæàëàñü íà 40%
ñî ñêîðîñòüþ, áëèçêîé ê íàáëþäàåìîé äëÿ WT-ëþöè-
ôåðàçû, à íà âòîðîé – êîíñòàíòà èíàêòèâàöèè (kèí)
ìóòàíòà áûëà â 7,3 ðàçà íèæå. Çàìåíà G216N, A217L
òàêæå ïðèâåëà ê óâåëè÷åíèþ óñòîé÷èâîñòè ëþöèôåðà-

çû ê äèìåòèëñóëüôîêñèäó (ÄÌÑÎ): â ïðèñóòñòâèè
30% ÄÌÑÎ WT-ëþöèôåðàçà ñîõðàíÿëà ~4% àêòèâíî-
ñòè, à ìóòàíòíàÿ – ~9,5%. Òàêèì îáðàçîì, äâîéíàÿ
ìóòàöèÿ G216N, A217L ïðèâåëà ê áîëåå ñòàáèëüíîé è
àêòèâíîé ëþöèôåðàçå ïî ñðàâíåíèþ ñ åäèíè÷íîé ìó-
òàöèåé A217L, îïèñàííîé â ëèòåðàòóðå.

Ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç ó÷àñòêà ãåíà ëþöèôåðà-
çû, êîäèðóþùåãî 1-225 îñòàòêè ôåðìåíòà, è
ñêðèíèíã ìóòàíòîâ [13]. Â ðåçóëüòàòå ñëó÷àéíîãî
ìóòàãåíåçà ïëàçìèäû pLR3 ïî ìåòîäó ÏÖÐ ïîíèæåí-
íîé òî÷íîñòè (error-prone PCR) [14] áûëà ïîëó÷åíà
áèáëèîòåêà ìóòàíòíûõ êëîíîâ ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ
L. mingrelica ñ ìóòàöèÿìè íà ó÷àñòêå ñ 1 ïî 225 îñ-
òàòîê ëþöèôåðàçû. Áûë ïðîâåäåí ñêðèíèíã ~6000 êî-
ëîíèé ïî öâåòó è ÿðêîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè in vivo
â êëåòêàõ E. coli. Ðåãèñòðàöèþ áèîëþìèíåñöåíöèè
êîëîíèé îñóùåñòâëÿëè ôîòîãðàôè÷åñêè. Â õîäå ñêðè-
íèíãà áûëî îòîáðàíî îêîëî 50 êîëîíèé ìóòàíòîâ, êî-
òîðûå îòëè÷àëèñü ïî öâåòó áèîëþìèíåñöåíöèè îò
WT-ëþöèôåðàçû è ïðè ýòîì ñîõðàíÿëè âûñîêóþ ÿð-
êîñòü ñâå÷åíèÿ. Ïÿòü ìóòàíòîâ áûëè îòîáðàíû è
ïîäðîáíî èçó÷åíû: òðè ìóòàíòà ñ ïî÷òè pH-íå÷óâ-
ñòâèòåëüíûì ñïåêòðîì áèîëþìèíåñöåíöèè (MT3,
MT4, MT6); ìóòàíò ñ ïðîìåæóòî÷íîé pH-÷óâñòâè-
òåëüíîñòüþ (MT2); ìóòàíò ÌÒ8, áîëåå òåðìîñòà-
áèëüíûé, ÷åì WT-ëþöèôåðàçà, äëÿ êîòîðîãî êîíñòàí-
òà èíàêòèâàöèè ïðè 42°C ñíèçèëàñü â äâà ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ WT-ëþöèôåðàçîé. Ïîâûøåíèå òåðìîñòà-
áèëüíîñòè ìóòàíòà S118C âûçâàíî, âåðîÿòíî, óëó÷øå-
íèåì âíóòðåííåé ãèäðîôîáíîé óïàêîâêè áåëêà â ðå-
çóëüòàòå çàìåíû ãèäðîôèëüíîãî îñòàòêà íà áîëåå
ãèäðîôîáíûé.

Ïîëó÷åíèå ìóòàíòîâ ñ ïîâûøåííîé óñòîé÷èâî-
ñòüþ ê ÄÌÑÎ [8]. Íà îñíîâå ïîäõîäîâ, îïèñàííûõ
â ëèòåðàòóðå [15], áûëà ðàçðàáîòàíà è îïòèìèçèðîâà-
íà ìåòîäèêà ñêðèíèíãà áèáëèîòåê ìóòàíòíûõ êëîíîâ
ëþöèôåðàçû ïî óñòîé÷èâîñòè ê ÄÌÑÎ, êîòîðàÿ ïî-
çâîëèëà ýôôåêòèâíî ïðîâîäèòü ñêðèíèíã ~2000 êîëî-
íèé íà  ÷àøêå Ïåòðè (90 ìì). Îòîáðàííûå êîëîíèè
âûðàùèâàëè íà ÷àøêå Ïåòðè è ñðàâíèâàëè ÿðêîñòü
áèîëþìèíåñöåíöèè in vivo ìóòàíòíûõ ôîðì è WT-
ëþöèôåðàçû. Äëÿ ìóòàíòîâ, êîëîíèè êîòîðûõ ñîõðàíÿ-
ëè çàìåòíóþ ÿðêîñòü, ïîëó÷àëè ëèçàò êëåòîê è îïðå-
äåëÿëè àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû ïðè 30% ÄÌÑÎ. Ïðè
îòáîðå ìóòàíòîâ ó÷èòûâàëè äâà ôàêòîðà: 1) ÿðêîñòü
ñâå÷åíèÿ êîëîíèé êàê õàðàêòåðèñòèêó àêòèâíîñòè; 2)
îñòàòî÷íóþ àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû â ëèçàòå â ïðè-
ñóòñòâèè 30% ÄÌÑÎ êàê ìåðó óñòîé÷èâîñòè ìóòàí-
òà ê ÄÌÑÎ. Ñêðèíèíã ïî óñòîé÷èâîñòè ê ÄÌÑÎ
~8000 êîëîíèé ìóòàíòîâ, ïîëó÷åííûõ ñëó÷àéíûì ìó-
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òàãåíåçîì 1–225 îñòàòêîâ ôåðìåíòà, ïîçâîëèë èäåíòè-
ôèöèðîâàòü 17 ìóòàíòîâ, áîëåå óñòîé÷èâûõ ê ÄÌÑÎ.
Ïî óñòîé÷èâîñòè è àêòèâíîñòè äëÿ äàëüíåéøåãî èçó-
÷åíèÿ áûëè âûáðàíû 3 ìóòàíòà (MT3, MT4, MT8),
ñâîéñòâà êîòîðûõ ïîêàçàíû â òàáë. 2.

ßðêîñòü èõ êîëîíèé áûëà âûøå, à îñòàòî÷íàÿ àê-
òèâíîñòü ïðè 30% ÄÌÑÎ â 2 ðàçà âûøå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ WT-ëþöèôåðàçîé. Òàêèì îáðàçîì, áîëåå óñ-
òîé÷èâûìè ê ÄÌÑÎ îêàçàëèñü ìóòàíòû ñ áîëåå
«æåñòêîé» êîíôîðìàöèåé àêòèâíîãî öåíòðà (MT3,
MT4) [13], êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàëà ðÍ-íå÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ñïåêòðîâ áèîëþìèíåñöåíöèè ýòèõ ìóòàíòîâ, à
òàêæå áîëåå òåðìîñòàáèëüíûé ìóòàíò MT8.

Ïîâûøåíèå òåðìîñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàçû
ìåòîäîì íàïðàâëåííîé ýâîëþöèè [16]. Îäíèì èç
íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ ñïîñîáîâ ïîâûøåíèÿ òåðìî-
ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòîâ ÿâëÿåòñÿ ìåòîä íàïðàâëåí-
íîé ýâîëþöèè, åñëè âîçìîæåí äîñòàòî÷íî ïðîñòîé
ñêðèíèíã áîëüøèõ áèáëèîòåê ìóòàíòîâ ïî òðåáóåìîìó
ñâîéñòâó. Îñîáåííîñòè áèîëþìèíåñöåíòíîé ñèñòåìû
ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ ïîçâîëèëè ïðîâîäèòü ýôôåê-
òèâíûé îòáîð òåðìîñòàáèëüíûõ ìóòàíòîâ ñ ïîìîùüþ
ïðîñòîé è áûñòðîé ìåòîäèêè. Êëåòêè E. coli ìîãóò
ñîõðàíÿòü æèçíåñïîñîáíîñòü ïîñëå èíêóáàöèè ïðè
òåìïåðàòóðàõ äî 55°C â òå÷åíèå 1–2 ÷. Ëþöèôåðàçà
ñâåòëÿêîâ äîâîëüíî áûñòðî òåðÿåò àêòèâíîñòü óæå
ïðè 37°C, ïîýòîìó èíêóáàöèÿ êëåòîê ïðè ïîâûøåííûõ
òåìïåðàòóðàõ ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè â íèõ íåäîñòà-
òî÷íî ñòàáèëüíûõ ôîðì ëþöèôåðàçû áåç ãèáåëè êëå-
òî÷íûõ êîëîíèé. Òàêèì îáðàçîì, èíêóáàöèÿ êîëîíèé
ìóòàíòîâ ïðè 37–55°C ñ ïîñëåäóþùèì ñêðèíèíãîì ïî
èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè in vivo ïîçâîëèëà
ïðîâîäèòü ïðîñòîé è áûñòðûé íåëåòàëüíûé ñêðèíèíã
áèáëèîòåê ìóòàíòîâ in vivo ïî òåðìîñòàáèëüíîñòè

áåç íåîáõîäèìîñòè ïîëó÷åíèÿ ðåïëèê áèáëèîòåêè êî-
ëîíèé. Òåðìîñòàáèëüíûé ìóòàíò MT8 (S118C) â ïëàç-
ìèäå pLR3 áûë èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå èñõîäíîé
ôîðìû ïðè ñëó÷àéíîì ìóòàãåíåçå ó÷àñòêà ãåíà ëþöè-
ôåðàçû, êîäèðóþùåãî 130–390 îñòàòêîâ ôåðìåíòà. Â
òàáë. 3 ïðèâåäåíû îñíîâíûå ðåçóëüòàòû êàæäîãî
öèêëà. Íàèáîëåå ñòàáèëüíûé ìóòàíò, ïîëó÷åííûé â
êàæäîì öèêëå (ìóòàíòû 1TM1, 2TM1 è 3TM1 ñîîò-
âåòñòâåííî), èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå èñõîäíîé ôîð-
ìû â ñëåäóþùåì öèêëå.

Ìóòàíò 4TS ïîìèìî çàìåíû S118C ñîäåðæèò 7
íîâûõ çàìåí: ïîñëå ïåðâîãî öèêëà ìóòàãåíåçà ïîÿâè-
ëèñü çàìåíû T213S, S364C; ïîñëå âòîðîãî – K156R,
A217V; ïîñëå òðåòüåãî – C146S, E356K; ïîñëå ÷åòâåð-
òîãî – R211L. Êàòàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà ìóòàíòà 4TS
çíà÷èòåëüíî óëó÷øèëèñü ïî ñðàâíåíèþ ñ WT-ëþöèôå-
ðàçîé: óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ìóòàíòà 4TS âîçðîñëà â 2
ðàçà, çíà÷åíèå êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà (Km) ïî ÀÒÔ*
óìåíüøèëîñü â âîñåìü ðàç. Ñòàáèëüíîñòü ìóòàíòà ïðè
42°C âîçðîñëà â 65 ðàç. Ïðè 37°C ìóòàíò 4TS ÷åðåç
äâîå ñóòîê ñîõðàíÿë 70% àêòèâíîñòè (ðèñ. 2).

Íà îñíîâàíèè äàííûõ î ïîðÿäêå äîáàâëåíèÿ ïî-
ëó÷åííûõ çàìåí è ðàñïîëîæåíèÿ îñòàòêîâ â ñòðóê-
òóðå ôåðìåíòà ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî çà óâåëè÷å-
íèå òåðìîñòàáèëüíîñòè îòâåòñòâåííû ïðåèìóùå-
ñòâåííî ÷åòûðå çàìåíû: S364C, A217V, E356K è
R211L. Âûøå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèÿ A217L
óâåëè÷èâàåò òåðìîñòàáèëüíîñòü ëþöèôåðàçû L.
mingrelica. Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ìóòàöèè A217V [9]
è E356K [17] çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàþò òåðìîñòà-
áèëüíîñòü ëþöèôåðàç ñâåòëÿêîâ. Óâåëè÷åíèå òåðìî-
ñòàáèëüíîñòè â ñëó÷àå çàìåí S364C, S364A è R211L
ïðîèñõîäèò, ïî-âèäèìîìó, çà ñ÷åò çàìåíû ïîãðóæåí-
íîé â áåëêîâóþ ãëîáóëó ïîëÿðíîé ãðóïïû íà ãèäðîôîá-

Ò à á ë è ö à  2

Ñâîéñòâà ìóòàíòîâ ëþöèôåðàçû L. mingrelica ñ ïîâûøåííîé
óñòîé÷èâîñòüþ ê ÄÌÑÎ [8]

14 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3

*Àäåíîçèí-5′-òðèôîñôàò.

Ìóòàíò Ìóòàöèè ßðêîñòü êîëîíèé Аóä, % Îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü 
ïðè 30% ÄÌÑÎ 

WT − +++ 100 4,4 % 

MT3 Y35N ++++ 70 9,3 % 

MT4 Y35H, K191R ++++ 60 9,3 % 

MT8 S118C ++++ 130 9,8 % 
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Ò à á ë è ö à  3

Ðåçóëüòàòû ïî íàïðàâëåííîé ýâîëþöèè 130-390 îñòàòêîâ ëþöèôåðàçû  è îòáîð òåðìîñòàáèëüíûõ ìóòàíòîâ
[16]

Ðèñ. 2. Ðàñïîëîæåíèå àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí â ñòðóêòóðå ìó-
òàíòà 4TS (íàèáîëåå ñóùåñòâåííûå ìóòàöèè ïîä÷åðêíóòû; LO
è AMP – ëþöèôåðèëüíàÿ è àäåíèëàòíàÿ ãðóïïû ñóáñòðàòîâ)

íóþ. Âûøå áûëî îòìå÷åíî, ÷òî çàìåíà ïîâåðõíîñò-
íîé ãðóïïû C146S çàìåòíî óìåíüøàåò îêèñëèòåëüíóþ
èíàêòèâàöèþ ëþöèôåðàçû [6]. Ïîýòîìó çàìåíà C146S
òàêæå ìîæåò äàâàòü âêëàä â ñòàáèëèçàöèþ ìóòàíòà
4TS, â ÷àñòíîñòè îáúÿñíÿåò âûñîêóþ ñòàáèëüíîñòü
åãî ðàñòâîðîâ ïðè õðàíåíèè â îòñóòñòâèå äèòèîòðåè-

Ðèñ. 3. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè WT-ëþöèôåðà-
çû Luciola mingrelica è òåðìîñòàáèëüíîãî ìóòàíòà 4TS ïðè 37 è
42°C (óñëîâèÿ èíàêòèâàöèè: 0,05 Ì Òðèñ-àöåòàò, 2 ìÌ ÝÄÒÀ,
20 ìÌ MgSO4, 0,2 ìã/ìë ÁÑÀ, ðÍ 7,8, 0,01 ìã/ìë ëþöèôåðàçà)

òîëà. Ïðè ìóòàöèÿõ K156R è T213S ïðîèñõîäèò çàìå-
íà îñòàòêà íà áëèçêèé ïî ñâîéñòâàì, è, ïî-âèäèìîìó,
ýòè ìóòàöèè íå äàþò çíà÷èìîãî âêëàäà â ïîâûøåíèå
ñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàçû. Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíî ðàñïî-
ëîæåíèå çàìåí â ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðå ìóòàí-
òà 4TS ëþöèôåðàçû. ×åòûðå êëþ÷åâûå ìóòàöèè íà-

Íîìåð 
öèêëà 

×èñëî 
êîëîíèé 

Äîëÿ 
àêòèâíûõ 
êëîíîâ, % 

Òåìïåðàòóðà 
èíêóáàöèè ïðè 
ñêðèíèíãå, °C 

Îáîçíà÷åíèÿ 
ìóòàíòîâ 

Ââåäåííûå ìóòàöèè 

1TM1  S118C, T213S, S364C 

1TM2 S118C, S364A 

1 800 54 37 

1TM3 S118C, S364A 

2TM1  S118C, T213S, S364C, K156R, 
A217V 

2 900 52 50 

2TM2 S118C, T213S, S364C, E356V 

3TM1  S118C, T213S, S364C, K156R, 
A217V, C146S, E356K 

3TM2 S118C, T213S, S364C, K156R, 
A217V, C146S, E356K 

3 600 65 50 

3TM3 S118C, T213S, S364C, K156R, 
A217V, E356V 

4 1400 65 55 4TS  S118C, T213S, S364C, K156R, 
A217V, C146S, E356K, R211L 
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STABILIZATION OF FIREFLY LUCIFERASE Luciola mingrelica BY
GENETIC ENGINEERING METHODS

N. N. Ugarova
(Division of Chemical Enzymology)

The results of firefly luciferase Luciola mingrelica stabilization using genetic engineering
methods are reviewed. Mutants Cys62,146,164Ser were obtained by site-specific mutagenesis,
which posses higher thermostability and lower dependence on dithiothreitol additives, than WT-
luciferase. Dual mutant G216N, A217L demonstrates increased thermostability and higher
resistance to dimethylsulfoxide (DMSO) than WT-luciferase. Random mutagenesis of the
luciferase 1–225 residues and screening of mutants allowed us to get thermostable mutant ÌÒ8
and DMSO–resistant mutants, MT3, MT4. Mutant 4TS was obtained by the method of directed
evolution (four cycles of random mutagenesis) of 130–390 residues of luciferase, which contains
8 mutations. Its specific activity is two times and stability 65 times higher, than that of WT-
luciferase, whereas the Km tî ÀÒP is eight times lower. The mechanism of mutant 4TS
stabilization is discussed.

Key words: firefly luciferase, Luciola mingrelica, site-specific mutagenesis, random
mutagenesis, mutant G216N, A217L, resistance to DMSO, thermostability.

Ñâåäåíèÿ îá àâòîðå: Óãàðîâà Íàòàëüÿ Íèêîëàåâíà – ãëàâ. íàó÷. ñîòð. êàôåäðû õèìè÷åñêîé ýíçèìîëîãèè
õèìè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ, äîêò. õèì. íàóê (nugarova@gmail.com).

õîäÿòñÿ âî âòîðîì ñóáäîìåíå ôåðìåíòà, êîòîðûé,
ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì [18], çíà÷èòåëüíî ëà-
áèëüíåå äâóõ äðóãèõ ñóáäîìåíîâ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îñ-
íîâíîé ïðè÷èíîé íåäîñòàòî÷íîé ñòàáèëüíîñòè ëþöè-
ôåðàçû ñâåòëÿêîâ â öåëîì.

Â ñëó÷àå áëèçêîé ïî ãîìîëîãèè è òåðìîñòàáèëüíî-
ñòè ëþöèôåðàçû H. parvula çàìåíà E356R/V368A
óâåëè÷èâàëà ñòàáèëüíîñòü â ýòèõ æå óñëîâèÿõ òîëüêî
â 12 ðàç [12].

Òàêèì îáðàçîì, ìóòàíò 4TS ïî òåðìîñòàáèëüíîñòè
è êàòàëèòè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì çíà÷èòåëüíî ïðå-
âîñõîäèò êàê ôåðìåíò äèêîãî òèïà, òàê è äðóãèå èç-
âåñòíûå ìóòàíòíûå ôîðìû ëþöèôåðàçû L. min-
grelica. Àêòèâíîñòü è ñòàáèëüíîñòü ìóòàíòà 4TS ëþ-
öèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica äîñòàòî÷íà äëÿ
áîëüøèíñòâà ïðàêòè÷åñêèõ öåëåé, íàïðèìåð äëÿ ïðè-
ìåíåíèÿ â êà÷åñòâå ðåàãåíòîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÀÒÔ
è ãåíîâ-ìàðêåðîâ ýêñïðåññèè in vivo.
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