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Ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ (ÊÔ 1.13.12.7) êàòàëèçè-
ðóåò ðåàêöèþ îêèñëåíèÿ D-ëþöèôåðèíà (LH2) êèñ-
ëîðîäîì âîçäóõà â ïðèñóòñòâèè ATP è èîíîâ Mg2+

[1]. Îíà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ñàìûõ ýôôåêòèâíûõ
ïðåîáðàçîâàòåëåé ýíåðãèè õèìè÷åñêîé ðåàêöèè â
ñâåò [2, 3]. Áëàãîäàðÿ âûñîêîé êàòàëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè, ñïåöèôè÷íîñòè ê ATP è ïðîñòîòå ðåãèñò-
ðàöèè áèîëþìèíåñöåíòíîãî ñèãíàëà ëþöèôåðàçà
ñâåòëÿêîâ øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â ðàçëè÷íûõ àíàëè-
òè÷åñêèõ ìåòîäàõ, îñíîâàííûõ íà îïðåäåëåíèè ATP
[4], èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå ãåíà-ìàðêåðà [5], â
ïèðîñåêâåíèðîâàíèè è ðÿäå äðóãèõ îáëàñòåé. Ïðè-
ìåíåíèå íàòèâíûõ ëþöèôåðàç ñâåòëÿêîâ ÷àñòî îã-
ðàíè÷èâàåòñÿ èõ íèçêîé ñòàáèëüíîñòüþ ïðè ïîâû-
øåííûõ òåìïåðàòóðàõ. Â ÷àñòíîñòè, ëþöèôåðàçà
ñâåòëÿêîâ Luciola mingrelica äèêîãî òèïà ïðè 37°
òåðÿåò ïîëîâèíó àêòèâíîñòè çà 50 ìèí.

Ïðîâîäèëîñü ìíîæåñòâî ðàáîò ïî óâåëè÷åíèþ
òåðìîñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàç ñâåòëÿêîâ ñ ïîìî-
ùüþ ñëó÷àéíîãî è ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà
[6, 7]. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì îêàçàëñÿ ìåòîä íà-
ïðàâëåííîé ýâîëþöèè – óëó÷øåíèå òðåáóåìîé õàðàê-
òåðèñòèêè ôåðìåíòà ñ ïîìîùüþ ìíîæåñòâà ïîñëåäî-
âàòåëüíûõ öèêëîâ ñëó÷àéíîãî ìóòàãåíåçà. Äëÿ ëþ-
öèôåðàçû P. pennsylvanica òàêèì ñïîñîáîì áûë ïî-
ëó÷åí ìóòàíò, êîòîðûé äàæå ïðè 65° ëèøü íåçíà÷è-
òåëüíî èíàêòèâèðîâàëñÿ çà 5 ÷ [8]. Àâòîðû ïðèìå-
íÿëè âåñüìà ñëîæíóþ ìíîãîñòàäèéíóþ ñõåìó îòáî-
ðà ìóòàíòîâ. Íî ïðîñòîòà ðåãèñòðàöèè áèîëþìèíåñ-
öåíöèè ëþöèôåðàçû in vivo è ñïîñîáíîñòü êëåòîê
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Ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ íàõîäèò øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ðÿäå îáëàñòåé áèîòåõíîëîãèè è ìîëå-
êóëÿðíîé áèîëîãèè, íî èñïîëüçîâàíèå ëþöèôåðàçû ÷àñòî îãðàíè÷èâàåòñÿ åå áûñòðîé èíàê-
òèâàöèåé ïðè ïîâûøåííûõ òåìïåðàòóðàõ. Â ðåçóëüòàòå ÷åòûðåõ ïîñëåäîâàòåëüíûõ öèêëîâ
ñëó÷àéíîãî ìóòàãåíåçà ìû ïîëó÷èëè ìóòàíò ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ Luciola mingrelica ñî
çíà÷èòåëüíî âîçðîñøåé òåðìîñòàáèëüíîñòüþ. Ïîëó÷åííûå àìèêèñëîòíûå çàìåíû òàêæå
ïðèâåëè ê ïîâûøåíèþ óäåëüíîé àêòèâíîñòè è ñíèæåíèþ êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà ïî ÀÒÐ â 8
ðàç, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëåå âûñîêîé êàòàëèòè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòè ìóòàíòà. Ïîêàçà-
íî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ñëó÷àéíîãî ìóòàãåíåçà ÿâëÿåòñÿ âûñîêîýôôåêòèâíûì ïîäõîäîì äëÿ
óâåëè÷åíèÿ ñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàçû.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ, Luciola mingrelica, ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç,
òåðìîñòàáèëüíîñòü, ñïåêòðû áèîëþìèíåñöåíöèè.

E. coli âûäåðæèâàòü ïîâûøåííûå òåìïåðàòóðû â
ïðèíöèïå ïîçâîëÿþò ïðîâîäèòü ïðîñòîé íåëåòàëüíûé
ñêðèíèíã êîëîíèé êëåòîê ïî òåðìîñòàáèëüíîñòè ýêñï-
ðåññèðóåìîãî ôåðìåíòà.

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âîçìîæ-
íîñòè ïîâûøåíèÿ òåðìîñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàçû
ñâåòëÿêîâ ñ ïîìîùüþ ñëó÷àéíîãî ìóòàãåíåçà ñ ïîñ-
ëåäóþùèì ñêðèíèíãîì in vivo.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Èñïîëüçîâàííûå âåùåñòâà è ðàñòâîðû. Èñïîëü-

çîâàëè àäåíîçèí-5′-òðèôîñôàò (ATP), äèòèîòðåèòîë
(ÄÒÒ), áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ)
(“Sigma”, ÑØÀ), D-ëþöèôåðèí, ïîëó÷åííûé ïî ìåòî-
äó [9], îëèãîíóêëåîòèäû (“Ñèíòîë”, Ðîññèÿ). Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè ìóòàãåíåçà è êëîíèðîâàíèÿ òðåáó-
åìûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ôåðìåíòû
TaqSE ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó ôàãà (“ÑèáÝíçèì”, Ðîññèÿ),
Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó, T4 ÄÍÊ-ëèãàçó (“Ñèëåêñ”, Ðîñ-
ñèÿ) è ðÿä ðåñòðèêòàç ôèðì “ÑèáÝíçèì” (Ðîññèÿ),
“Fermentas” (Ëèòâà) è “Boehringer Mannheim” (Ãåð-
ìàíèÿ). Äëÿ âûäåëåíèÿ ïëàçìèä èç êëåòîê E. coli è
ýëþöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç àãàðîçíîãî ãåëÿ èñïîëü-
çîâàëè íàáîðû ôèðìû “Qiagen” (Ãåðìàíèÿ).

Ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç ó÷àñòêà ãåíà ìåæäó ñàéòà-
ìè ðåñòðèêöèè XhoI è BglII (785 ïàð îñíîâàíèé) ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
(ÏÖÐ) ïîíèæåííîé òî÷íîñòè (error prone PCR) [10]. Â
êà÷åñòâå ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ èñïîëüçîâà-
ëè ñîîòâåòñòâåííî
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5'-GTATTCAGCTCGAGAAAAGGCTTACC-3' è

5'-GCTTGTGGTTTCTTAAGAATTTCTCTAATTAC-3'.

Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü (50 ìêë) ñîäåðæàëà 10 ìÌ
Òðèñ-HCl (pH 8,3 ïðè 25°Ñ), 50 ìÌ KCl, 7 ìÌ
MgCl2, 0,2 ìÌ MnCl2, 0,2 ìÌ dATP, 0,2 ìÌ dGTP,
1 ìÌ dCTP, 1 ìÌ dTTP, 20 ïìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà,
~2 ôìîëü ïëàçìèäû pLR3 [11] (ñîäåðæàùåé ãåí ëþ-
öèôåðàçû ñâåòëÿêîâ Luciola mingrelica), 2,5 åä. Taq
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû. ÏÖÐ ïðîâîäèëè íà àìïëèôèêàòîðå
“Òåðöèê” (“ÄÍÊ-òåõíîëîãèÿ”, Ðîññèÿ) ïðè ñëåäóþ-
ùèõ óñëîâèÿõ: 1 ìèí ïðè 95°Ñ, çàòåì 25 öèêëîâ, êàæ-
äûé èç êîòîðûõ âêëþ÷àë 1 ìèí ïðè 94°Ñ, 1,3 ìèí ïðè
53°Ñ è 1 ìèí ïðè 72°Ñ; ïîñëå ýòîãî èíêóáèðîâàëè
åùå 10 ìèí ïðè 72°Ñ. Ïðîäóêò ÏÖÐ î÷èùàëè ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 1%-é àãàðîçå ñ ïîñëåäóþ-
ùèì âûäåëåíèåì èç ãåëÿ. Çàòåì ïîëó÷åííûé ôðàã-
ìåíò îáðàáàòûâàëè ðåñòðèêòàçàìè XhoI è BglII, î÷è-
ùàëè îò íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïðîäóêòîâ ðåñòðèêöèè ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà, âûäåëÿëè èç ãåëÿ è ëèãèðî-
âàëè â ðàñùåïëåííóþ ïî ýòèì æå ñàéòàì ïëàçìèäó
pLR3. Øòàìì E. coli XL1blue òðàíñôîðìèðîâàëè ïî-
ëó÷åííîé ëèãàçíîé ñìåñüþ, è êëåòêè ðàññåèâàëè íà
÷àøêè Ïåòðè ñî ñðåäîé LB, ñîäåðæàâøåé 0,1 ìã/ìë
àìïèöèëëèíà. Ïðè ñëó÷àéíîì ìóòàãåíåçå æåëàòåëüíî,
÷òîáû íà ìóòèðóåìîì ó÷àñòêå â ñðåäíåì áûëà çà-
ìåíà îäíîé àìèíîêèñëîòû (2–3 çàìåíû íóêëåîòèäîâ)
[10], ÷òî îáû÷íî ñîîòâåòñòâóåò 50–60% àêòèâíûõ
êëîíîâ [12] â ïîëó÷àåìîé áèáëèîòåêå. Â äàííîì ìå-
òîäå ÷àñòîòó ìóòàãåíåçà êîíòðîëèðîâàëè êîíöåíòðàöè-
åé Mn2+, è ïðè âûáðàííûõ óñëîâèÿõ íàáëþäàëîñü 55–
70% àêòèâíûõ ìóòàíòîâ ëþöèôåðàçû.

Ñêðèíèíã áèáëèîòåêè ìóòàíòîâ ïî òåðìîñòà-
áèëüíîñòè ïðîâîäèëè, èíêóáèðóÿ ÷àøêè ñ êîëîíèÿìè
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè
ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå (37–55°Ñ), ÷òî ïðèâîäèëî ê
èíàêòèâàöèè in vivo íåäîñòàòî÷íî ñòàáèëüíûõ ôîðì
ëþöèôåðàçû. Çàòåì ïðîâîäèëè ôîòîãðàôè÷åñêóþ ðå-
ãèñòðàöèþ áèîëþìèíåñöåíöèè êîëîíèé in vivo, êàê
îïèñàíî â [11]. Îïòèìàëüíûì áûë ñêðèíèíã ðàññåâà
íå áîëåå 2 òûñÿ÷ êîëîíèé íà ÷àøêå Ïåòðè (90 ìì).
Êîëîíèè, ñîõðàíÿâøèå çàìåòíî áîëåå âûñîêóþ ÿð-
êîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ îñíîâíîé ìàññîé, ïåðåíîñèëè íà
÷àøêè Ïåòðè ñî ñðåäîé LB, ñîäåðæàâøåé 0,1 ìã/ìë
àìïèöèëëèíà. Äëÿ ñðàâíåíèÿ íà ýòè æå ÷àøêè ïåðå-
íîñèëè íåñêîëüêî êîëîíèé âàðèàíòà ëþöèôåðàçû, ãåí
êîòîðîãî èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû â òåêó-
ùåì öèêëå ìóòàãåíåçà. Êëåòêè âûðàùèâàëè â òå÷å-
íèå íî÷è ïðè 37°Ñ. Ïðîâîäèëè ðåãèñòðàöèþ áèîëþ-
ìèíåñöåíöèè in vivo: äëÿ îäíîé ðåïëèêè – ïîñëå âû-

ðàùèâàíèÿ êëåòîê, äëÿ äðóãîé – ïîñëå èíêóáàöèè ïðè
ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 40 ìèí.

Ïîëó÷åíèå âåêòîðà äëÿ ýêñïðåññèè ëþöèôåðà-
çû. Äëÿ íàðàáîòêè è î÷èñòêè ëþöèôåðàçû ñêîíñòðóè-
ðîâàëè âåêòîð pETL7. Ñíà÷àëà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ
îáðàòíûì ìóòàãåííûì ïðàéìåðîì

  5'-GTGGTCGACTGGGCCCGATTGTGGTTTCTTAAGAATTTC-3'

ïîëó÷èëè ôðàãìåíò ãåíà ëþöèôåðàçû, â êîòîðîì
áûëè èçìåíåíû òðè ïîñëåäíèå àìèíîêèñëîòû, ïîñëå
êîòîðûõ áåç ðàçðûâà ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ äîáàâëåí
ñàéò ðåñòðèêöèè SalI. Ðåñòðèêöèåé ïðîäóêòà ÏÖÐ
ïîëó÷èëè ôðàãìåíò BamHI-SalI. Ðåñòðèêöèåé ïëàçìè-
äû pLR3 ïîëó÷èëè ôðàãìåíò NheI-BamHI. Ïîñëå
î÷èñòêè îáà ôðàãìåíòà ëèãèðîâàëè â âåêòîð pET23b
(“Novagen”, ÑØÀ), ðàçðåçàííûé ïî ñàéòàì NheI è
XhoI. Ëèïêèå êîíöû ñàéòîâ SalI è XhoI ñîâìåñòèìû,
è ïîñëå ëèãèðîâàíèÿ îáà ñàéòà èñ÷åçàþò. Ïîëó÷åí-
íàÿ â ðåçóëüòàòå ïëàçìèäà pETL7 ñîäåðæàëà ãåí
ëþöèôåðàçû, â êîòîðîì ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíûì
ôåðìåíòîì ñ N-êîíöà äîáàâëåíà ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü MASK, à C-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
AKM çàìåíåíà íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
SGPVEHHHHHH. C-êîíöåâàÿ 6xHis-ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ïîçâîëÿåò ïðîèçâîäèòü î÷èñòêó ëþöèôåðàçû ñ
ïîìîùüþ ìåòàëëî-õåëàòíîé õðîìàòîãðàôèè. Êðîìå
òîãî, â êîíöåâîì ó÷àñòêå, êîäèðóþùåì ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü SGP, áûë äîáàâëåí íîâûé ñàéò ðåñòðèêöèè
ApaI, ÷òî ïîçâîëÿåò êëîíèðîâàòü â ýòó ïëàçìèäó
êîíöåâóþ ÷àñòü ãåíà ëþöèôåðàçû.

Âûñîêîî÷èùåííûé ôåðìåíò äèêîãî òèïà è ìóòàíò
ïîëó÷àëè íà îñíîâå âåêòîðà pETL7. Ãåí ìóòàíòà äëÿ
ýòîãî ïðåäâàðèòåëüíî ïåðåêëîíèðîâàëè èç pLR3 â
pETL7. Ôåðìåíò ýêñïðåññèðîâàëè â êëåòêàõ E. coli
BL21(DE3)CodonPlus, âûäåëÿëè è î÷èùàëè ïî ìåòîäè-
êå, îïèñàííîé â [11]. Êîíöåíòðàöèþ ëþöèôåðàçû îïðå-
äåëÿëè ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà ïðè 280 íì
(0,75 åä. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñîîòâåòñòâóåò ðàñòâî-
ðó, ñîäåðæàùåìó 1 ìã/ìë ëþöèôåðàçû).

Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû îïðåäåëÿëè ïî âåëè÷è-
íå ìàêñèìàëüíîé èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè
ïðè íàñûùàþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñóáñòðàòîâ (1 ìÌ
ATP è 0,3 ìÌ LH2) íà ëþìèíîìåòðå FB 12 (“Zylux”,
ÑØÀ) [11]. Êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà äëÿ ëþöèôåðèíà è
ATP îïðåäåëÿëè, âàðüèðóÿ êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòîâ â
ïðåäåëàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 0,4–7 âåëè÷èí Km. Ðàñ-
÷åò Km ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Origin 7.5
ïî ìåòîäó íåëèíåéíîé ðåãðåññèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
óðàâíåíèÿ Ìèõàýëèñà–Ìåíòåí.
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Èçó÷åíèå íåîáðàòèìîé òåðìîèíàêòèâàöèè ëþ-
öèôåðàçû. Ãîòîâèëè ðàñòâîð ôåðìåíòà (0,01 ìã/ìë) â
îõëàæäåííîì â ñíåãó áóôåðíîì ðàñòâîðå TB1 (50 ìÌ
òðèñ-àöåòàò, pH 7,8, 20 ìÌ MgSO4, 2 ìÌ ÝÄÒÀ,
0,2 ìã/ìë ÁÑÀ), åñëè íå îãîâîðåíî èíîå. Â ðÿäå ýêñ-
ïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè áóôåð TB2 (50 ìÌ Na-ôîñ-
ôàò, pH 7,8, 410 ìÌ (NH4)2SO4, 2 ìÌ ÝÄÒÀ,
0,2 ìã/ìë ÁÑÀ). Â ñëó÷àå ñðàâíèòåëüíî ìåäëåííîé
èíàêòèâàöèè, êîãäà ïåðèîä ïîëóèíàêòèâàöèè áûë áî-
ëåå ÷àñà, èíêóáèðîâàëè 1,0–1,5 ìë ðàñòâîðà ôåðìåí-
òà â òâåðäîòåëüíîì òåðìîñòàòå “Ãíîì” (“ÄÍÊ-
òåõíîëîãèÿ”, Ðîññèÿ) ïðè çàäàííîé òåìïåðàòóðå. Â
ñëó÷àå áûñòðîé òåðìîèíàêòèâàöèè ïðåäâàðèòåëüíî
ðàçëèâàëè ïî 50 ìêë ðàñòâîðà ôåðìåíòà â 7–8 òîí-
êîñòåííûõ ìèêðîïðîáèðîê (0,5 ìë), à çàòåì èíêóáèðî-
âàëè â âîäÿíîì òåðìîñòàòå. ×åðåç îïðåäåëåííûå
ïðîìåæóòêè âðåìåíè îòáèðàëè ïðîáû ïî 50 ìêë, èí-
êóáèðîâàëè â ñíåãó íå ìåíåå 15 ìèí, à çàòåì îïðå-
äåëÿëè àêòèâíîñòü ôåðìåíòà.

Ñïåêòðû áèîëþìèíåñöåíöèè ðåãèñòðèðîâàëè íà
ëþìèíåñöåíòíîì ñïåêòðîìåòðå LS 50B (“Perkin-
Elmer”, ÑØÀ) â ðåæèìå “áèîëþìèíåñöåíöèÿ” ïðè
øèðèíå ùåëè 10 íì â ñîîòâåòñòâèè ñ óñëîâèÿìè, îïè-
ñàííûìè â [11].

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç è îòáîð òåðìîñòàáèëü-

íûõ ìóòàíòîâ. Òàê êàê äëÿ èäåíòèôèêàöèè òåðìî-
ñòàáèëüíûõ ìóòàíòîâ èñïîëüçîâàëè ïðîöåäóðó ñêðè-
íèíãà, íå òðåáîâàâøóþ ðàçðóøåíèÿ êëåòîê êîëîíèé
E. coli, òî ýòî èçáàâëÿëî îò íåîáõîäèìîñòè ïîëó÷àòü
ðåïëèêè êîëîíèé, ÷òî çàìåòíî óïðîùàëî è óñêîðÿëî
ïðîöåññ îòáîðà. Èñïîëüçóåìàÿ ñõåìà îãðàíè÷åíà ñïî-
ñîáíîñòüþ êëåòîê E. coli âûæèâàòü ïðè ïîâûøåííîé
òåìïåðàòóðå çà âðåìÿ èíêóáàöèè. Íà÷èíàÿ ñ ~60°Ñ
êëåòêè ãèáíóò â òå÷åíèå 1–2 ìèí, ò.å. ïðè áîëåå âû-
ñîêîé òåìïåðàòóðå èñïîëüçîâàíèå ðåïëèê íåîáõîäèìî.
Ñëó÷àéíûé ìóòàãåíåç ïðîâîäèëè íà ó÷àñòêå ãåíà, êî-
äèðóþùåì 130–391 èç 548 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ
ëþöèôåðàçû. Ïðîâåëè ÷åòûðå ïîñëåäîâàòåëüíûõ öèê-
ëà ìóòàãåíåçà, â êàæäîì ïîñëåäóþùåì öèêëå â êà÷å-
ñòâå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè íàèáîëåå ñòàáèëüíûé
ìóòàíò èç ïðåäûäóùåãî öèêëà. Â êà÷åñòâå èñõîäíîé
ôîðìû äëÿ ìóòàãåíåçà áûë âçÿò ìóòàíò S118C [11],
íåìíîãî áîëåå ñòàáèëüíûé, ÷åì èñõîäíàÿ ëþöèôåðà-
çà. Â õîäå ïåðâîãî öèêëà áûë ïðîâåäåí ñêðèíèíã
~800 êîëîíèé ïîñëå ðîñòà ïðè 37°Ñ è îáíàðóæåíî òðè
êëîíà ñ ïîâûøåííîé ÿðêîñòüþ. Âî âòîðîì, òðåòüåì è
÷åòâåðòîì öèêëàõ óñëîâèÿ è ðåçóëüòàòû áûëè ñëåäó-
þùèå: òåìïåðàòóðà èíêóáàöèè ïåðåä ñêðèíèíãîì 50,

50 è 55°Ñ; ïðèìåðíîå ÷èñëî êîëîíèé 900, 580 è 1400;
÷èñëî íàéäåííûõ òåðìîñòàáèëüíûõ ìóòàíòîâ 3, 3, 1
ñîîòâåòñòâåííî. Ìóòàíò 4TS, ïîëó÷åííûé ïîñëå ÷åò-
âåðòîãî öèêëà ìóòàãåíåçà, ïðåâîñõîäèë ïî ñòàáèëüíî-
ñòè in vivo âñå ïðåäûäóùèå ìóòàíòû: ñâå÷åíèå åãî
êîëîíèé ñîõðàíÿëîñü ïîñëå 80 ìèí èíêóáàöèè ïðè
55°Ñ, â òî âðåìÿ êàê äðóãèå ìóòàíòû ïîëíîñòüþ
èíàêòèâèðîâàëèñü.

Ñåêâåíèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ ìóòàíòîâ ïîêàçàëî, ÷òî
ìóòàíò 4TS ñîäåðæèò 7 íîâûõ çàìåí: ïîñëå ïåðâîãî
öèêëà ìóòàãåíåçà ïîÿâèëèñü çàìåíû Thr213Ser,
Ser364Cys; ïîñëå âòîðîãî –  Lys156Arg, Ala217Val; ïîñ-
ëå òðåòüåãî – Cys146Ser, Glu356Lys; ïîñëå ÷åòâåðòî-
ãî – Arg211Leu. Ñóäÿ ïî ïîðÿäêó äîáàâëåíèÿ çàìåí,
ëèòåðàòóðíûì äàííûì è ðàñïîëîæåíèþ îñòàòêîâ â
ñòðóêòóðå ôåðìåíòà, çà óâåëè÷åíèå òåðìîñòàáèëüíîñòè
ïðåèìóùåñòâåííî îòâåòñòâåííû òîëüêî 4 çàìåíû:
Arg211Leu, Ala217Val, Glu356Lys è Ser364Cys. Äëÿ ìó-
òàöèé Ala217Val [13] è Glu356Lys [6, 14] èçâåñòíî, ÷òî
îíè çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàþò òåðìîñòàáèëüíîñòü ëþ-
öèôåðàç ñâåòëÿêîâ. Ìóòàöèè Ser364Cys è Arg211Leu
óâåëè÷èâàþò òåðìîñòàáèëüíîñòü, ïî-âèäèìîìó, çà ñ÷åò
çàìåíû ïîãðóæåííîé â áåëêîâóþ ãëîáóëó ïîëÿðíîé
ãðóïïû íà ãèäðîôîáíóþ. Îñòàòîê Lys156 íàõîäèòñÿ íà
ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ãëîáóëû è îêðóæåí ìîëåêóëàìè
âîäû, ïîýòîìó åãî çàìåíà íà áëèçêèé ïî ñâîéñòâàì
Arg íå äîëæíà ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà ñòàáèëüíîñòü
ôåðìåíòà. Çàìåíà âíóòðåííåãî îñòàòêà Thr213 íà áëèç-
êèé ïî ñâîéñòâàì Ser òàêæå, ïî-âèäèìîìó, íå ÿâëÿåòñÿ
ñòàáèëèçèðóþùåé. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî [15], ÷òî çà-
ìåíà ïîâåðõíîñòíîé ãðóïïû Cys146Ser çàìåòíî óìåíü-
øàåò îêèñëèòåëüíóþ èíàêòèâàöèþ, ÷òî óâåëè÷èâàåò
ñòàáèëüíîñòü ôåðìåíòà ïðè 37°Ñ â 1,5–4,7 ðàçà â çàâè-
ñèìîñòè îò óñëîâèé, òàê ÷òî îíà òàêæå ìîæåò äàâàòü
âêëàä â ñòàáèëèçàöèþ 4TS.

Âëèÿíèå ìóòàöèé íà ñâîéñòâà ëþöèôåðàçû.
Ëþöèôåðàçà äèêîãî òèïà (WT) è ìóòàíò 4TS áûëè
ïîëó÷åíû â âûñîêîî÷èùåííîì âèäå. Èõ îñíîâíûå
êàòàëèòè÷åñêèå è áèîëþìèíåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòè-
êè ïðèâåäåíû â òàáëèöå.

Ïîêàçàíî, ÷òî ðîñò òåðìîñòàáèëüíîñòè ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ ïîâûøåíèåì óäåëüíîé àêòèâíîñòè ìóòàíòà â
1,9 ðàçà. Óìåíüøåíèå â âîñåìü ðàç Km ïî ATP äëÿ
ìóòàíòà 4TS ñâèäåòåëüñòâóåò î çíà÷èòåëüíî áîëü-
øåì ñðîäñòâå ôåðìåíòà ê ATP. Ñ ïðàêòè÷åñêîé òî÷êè
çðåíèÿ ýòî ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü áîëåå íèçêîìó ïðå-
äåëó îáíàðóæåíèÿ  ATP [4]. Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû
ñïåêòðû áèîëþìèíåñöåíöèè WT è 4TS ïðè ðàçíûõ
çíà÷åíèÿõ pH è òåìïåðàòóðû. Ïðè ñòàíäàðòíûõ ðåàê-
öèîííûõ óñëîâèÿõ (pH 7,8; 25°Ñ) ó ìóòàíòà çàìåòíî

13  ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 1



26 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2009. Ò. 50. ¹ 1

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ëþöèôåðàçû câåòëÿêîâ Luciola mingrelica äèêîãî
òèïà (WT) è ìóòàíòà 4TS

Km, ìêÌ Ìàêñèìóì ñïåêòðà 
áèîëþìèíåñöåíöèè 
(ïîëóшèðèíà), íì 

Ôåðìåíò Óäåëüíàÿ 
àêòèâíîñòü, 
% 

LH2 ÀÒÐ pH 7.8 pH 6.0 

Âðåìÿ 
ïîëóèíàêòè-
âàöèè ïðè 
42°C, ìèí 

WT 100 71±5 330±60 566 (78) 616 (80) 9±0,3 

4TS 190 60±5 41±8 573 (92) 609 (91) 592±20 

Ðèñ. 1. Ñïåêòðû áèîëþìèíåñöåíöèè ëþöèôåðàçû äèêîãî òèïà
(WT ) è ìóòàíòà 4TS: (à) ïðè 25°C,  pH 7,8  (1 –  WT;   3 – 4TS)
è ðÍ 6,0 (2 – WT, 4 – 4TS) ; (á) ïðè pH 7,8 è òåìïåðàòóðå 10,
25, 42°Ñ (1, 2, 3 – WT; êðèâûå 4, 5, 6 – 4TS ñîîòâåòñòâåííî)
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Ðèñ. 2. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè WT (1 è 2) è 4TS
(3 è 4) â áóôåðíîì ðàñòâîðå TB1 ïðè 37°Ñ (1 è 3) è 42°Ñ(2 è 4)

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü êîíñòàíòû ñêîðîñòè òåðìîèíàêòèâàöèè
îò òåìïåðàòóðû â êîîðäèíàòàõ Àððåíèóñà äëÿ WT (1 è 2) è
4TS (3 è 4) â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ TB1 (1 è 3) è TB2  (2 è 4)

Ðèñ. 4. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè WT (1 è 2) è 4TS
(3 è 4) ïðè 45°Ñ â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ TB1 (1 è 3) è TB2  (2 è 4)

âîçðàñòàåò äîëÿ “êðàñíîãî èçëó÷àòåëÿ” â ñïåêòðå ïî
ñðàâíåíèþ ñ WT (ðèñ. 1, à), ÷òî ïðèâîäèò ê óøèðå-
íèþ è ñìåùåíèþ ìàêñèìóìà ñïåêòðà áèîëþìèíåñ-
öåíöèè. Èíòåðåñíî, ÷òî íåñìîòðÿ íà ýòî ïðè ïîíèæå-
íèè pH ñäâèã â êðàñíóþ îáëàñòü ó ìóòàíòà ïðîèñõî-
äèò ìåäëåííåå, ÷åì ó WT (ðèñ. 1, a).

Ñðàâíåíèå ñïåêòðîâ ïðè òåìïåðàòóðå 10–42°Ñ
(ðèñ. 1, á) ïîêàçûâàåò, ÷òî óâåëè÷åíèå êðàñíîé áèî-
ëþìèíåñöåíöèè ó ìóòàíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ WT
îáóñëîâëåíî áîëåå áûñòðûì âîçðàñòàíèåì äîëè
ýòîé êîìïîíåíòû ñïåêòðà ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðà-
òóðû. Â ðàáîòàõ [7, 14] ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåíèå
òåðìîñòàáèëüíîñòè ìóòàíòîâ ÷àñòî ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ïîíèæåíèåì ÷óâñòâèòåëüíîñòè ñïåêòðà ê èçìå-
íåíèþ pH è ñäâèãîì ìàêñèìóìà áèîëþìèíåñöåíöèè
â çåëåíóþ îáëàñòü, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ óìåíüøåíèåì
êîíôîðìàöèîííîé ïîäâèæíîñòè àêòèâíîãî öåíòðà.
Èçó÷åíèå òåðìîñòàáèëüíîãî ìóòàíòà 4TS ïîêàçûâà-
åò, ÷òî â îáùåì ñëó÷àå ýòè ñâîéñòâà íåçàâèñèìû.

Êèíåòèêà òåðìîèíàêòèâàöèè èñõîäíîé è ìóòàíòíîé
ëþöèôåðàç áûëà èçó÷åíà ïðè 37–55°Ñ â òðèñ-àöåòàò-
íîì áóôåðíîì ðàñòâîðå TB1, êîòîðûé áëèçîê ïî ñî-
ñòàâó ê áóôåðó, ïðèìåíÿåìîìó íà ïðàêòèêå â ATP-
ìåòðèè. Äëÿ ñðàâíåíèÿ òåðìîèíàêòèâàöèÿ áûëà èçó-
÷åíà â Na-ôîñôàòíîì áóôåðå TB2, êîòîðûé èñïîëüçî-
âàëñÿ â ðÿäå ðàáîò ïî ìóòàãåíåçó [6, 14] è çíà÷è-
òåëüíî ñòàáèëèçèðîâàë ëþöèôåðàçó.

Ïðè âñåõ çíà÷åíèÿõ òåìïåðàòóðû íàáëþäàåòñÿ
èíàêòèâàöèÿ ïî ïåðâîìó ïîðÿäêó  çà èñêëþ÷åíèåì
37°Ñ â TB1, ãäå ó ìóòàíòà íàáëþäàåòñÿ êîðîòêèé
ýòàï óñêîðåííîé (íà 20%) èíàêòèâàöèè, à çàòåì ïåðå-
õîä íà áîëåå ìåäëåííóþ ñòàäèþ (ðèñ. 2). Íà ðèñ. 3
ïîêàçàíà çàâèñèìîñòü êîíñòàíòû òåðìîèíàêòèâàöèè
(kèí) îò òåìïåðàòóðû â êîîðäèíàòàõ Àððåíèóñà.

Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ìóòàöèè ïðèâåëè ê
çíà÷èòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè ëþöèôåðàçû (ðèñ. 2, 3).
Ïðè 42°Ñ â áóôåðíîì ðàñòâîðå TB1 ìóòàíò ñòà-
áèëüíåå WT â 65 ðàç: âðåìÿ ïîëóèíàêòèâàöèè (t1/2)
âîçðàñòàåò ñ 9 äî 592 ìèí (ðèñ. 2). Êàê ïîêàçàíî íà
ðèñ. 3, ïðè äàëüíåéøåì ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû
ðàçëè÷èå â ñòàáèëüíîñòè ïîñòåïåííî ñîêðàùàåòñÿ
(äî 6 ðàç ïðè 50°Ñ). Áóôåðíûé ðàñòâîð TB2 âûçû-
âàåò ñóùåñòâåííóþ ñòàáèëèçàöèþ êàê èñõîäíîé, òàê
è ìóòàíòíîé ëþöèôåðàçû (ðèñ. 3). Ñòåïåíü ñòàáèëè-
çàöèè òàêæå óìåíüøàåòñÿ ñ ïîâûøåíèåì òåìïåðàòó-
ðû. Â öåëîì ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî ñòåïåíü ñòàáèëè-
çàöèè ïðè êîíêðåòíîé òåìïåðàòóðå â èçó÷àåìîì èí-
òåðâàëå òåì âûøå, ÷åì âûøå íà÷àëüíàÿ ñòàáèëü-
íîñòü (ðèñ. 4). Ïîýòîìó â ðàñòâîðå TB2 íàáëþäàåò-
ñÿ è áîëåå âûñîêèé ñòàáèëèçèðóþùèé ýôôåêò ìóòà-
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öèé, íàïðèìåð ïðè 45°Ñ ñòàáèëüíîñòü 4TS â TB2
âûøå ñòàáèëüíîñòè WT â 155 ðàç (t1/2 âîçðàñòàåò ñ
12,7 äî 2000 ìèí), â òî âðåìÿ êàê ñòàáèëüíîñòü 4TS
â TB1 âûøå ñòàáèëüíîñòè WT òîëüêî â 16 ðàç (t1/2
âîçðàñòàåò ñ 2,8 äî 44 ìèí) (ðèñ. 4). Îáû÷íî ëþöè-
ôåðàçû èñïîëüçóþòñÿ â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð îò
êîìíàòíîé äî 37°Ñ. Ïðè ýòîé òåìïåðàòóðå ìóòàíò

4TS ÷åðåç äâîå ñóòîê âñå åùå ñîõðàíÿåò 70% àêòèâ-
íîñòè, ò. å. åãî ñòàáèëüíîñòü äîñòàòî÷íà äëÿ áîëü-
øèíñòâà ïðàêòè÷åñêèõ ïðèìåíåíèé.

Ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ ïðîâîäèëè â Ìåæèíñòèòóòñ-
êîì öåíòðå êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ «ÃÅÍÎÌ»
ÈÌÁ ÐÀÍ (http://www.genome-centre.narod.ru), îðãàíè-
çîâàííîì ïðè ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ãðàíò ¹00-04-55000).

THE THERMOSTABILITY ENHANCEMENT OF Luciola mingrelica
FIREFLY LUCIFERASE BY RANDOM MUTAGENESIS
M.I. Koksharov, N.N. Ugarova
(Divisiont of Chemical Enzymology)

Firefly luciferase has a wide range of applications in a number of areas of biotechnology and
molecular biology, but its application is often limited by the rapid inactivation at elevated
temperatures. After four consecutive rounds of random mutagenesis we obtained a Luciola
mingrelica firefly luciferase mutant with significantly increased thermostability. Amino acid
substitutions obtained also resulted in an increase of specific activity and lowered a Michaelis
constant for ATP 8-fold, which shows higher catalytic efficiency of the mutant. Random
mutagenesis was shown to be a highly efficient approach for increasing luciferase stability.

Key words: firefly luciferase, Luciola mingrelica, random  mutagenesis, thermostability,
bioluminescence spectra.
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