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Ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ (ÊÔ 1.13.12.7), êàòàëèçèðó-
þùàÿ áèîëþìèíåñöåíòíóþ ðåàêöèþ îêèñëåíèÿ ëþöè-
ôåðèíà êèñëîðîäîì âîçäóõà â ïðèñóòñòâèè ÀÒÔ è
èîíîâ Mg2+ [1–3] ñ âûñîêèì êâàíòîâûì âûõîäîì [4–
5], íàõîäèò øèðîêîå ïðèìåíåíèå êàê ãåí-ìàðêåð [6–7],
à òàêæå â ÀÒÔ-ìåòðèè è “áûñòðîé ìèêðîáèîëîãèè”
[8–9]. Èäåÿ èñïîëüçîâàíèÿ ëþöèôåðàçû â êà÷åñòâå
ôåðìåíòíîé ìåòêè â èììóíîôåðìåíòíîì àíàëèçå
(ÈÔÀ) ïðèâëåêàòåëüíà, îäíàêî â òå÷åíèå äîëãîãî âðå-
ìåíè ñòàëêèâàëàñü ñ çàòðóäíåíèÿìè èç-çà íèçêîé òåð-
ìîñòàáèëüíîñòè è èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà ïðè ïîïûò-
êå åãî õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè. Ñ ðàçâèòèåì ìåòî-
äîâ ãåííîé èíæåíåðèè áûëè ïîëó÷åíû òåðìîñòàáèëü-
íûå ìóòàíòíûå ôîðìû ëþöèôåðàçû [10–11]. Øèðîêîå
ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èëè ãèáðèäíûå áåëêè, â êîòî-
ðûõ ê ìîëåêóëå ëþöèôåðàçû ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêî-
ãî êîíñòðóèðîâàíèÿ ïðèñîåäèíåí áåëêîâûé ôðàãìåíò,
ñïîñîáíûé ñâÿçûâàòüñÿ ñ ðàçëè÷íûìè ìèøåíÿìè [12–
16]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âåñüìà ïîïóëÿðíûìè â ÈÔÀ
ÿâëÿþòñÿ ìåòîäû ñ èñïîëüçîâàíèåì âûñîêîàôôèííûõ
áèîòèí-ñòðåïòàâèäèíîâûõ âçàèìîäåéñòâèé. Áèîòèíèëè-
ðîâàíèå ëþöèôåðàçû ñòàëî âîçìîæíûì ïðè ãèáðèäè-
çàöèè ôåðìåíòà ñ áèîòèíñâÿçûâàþùèìè äîìåíàìè.
Áèîòèíñâÿçûâàþùèå äîìåíû ñîäåðæàòñÿ â òàêèõ
áåëêàõ, êàê àöåòèëêîêàðáîêñèëàçà è ïèðóâàòêàðáîêñè-
ëàçà, èìåþùèõ â àêòèâíîì öåíòðå îñòàòîê ëèçèíà,
ñïîñîáíûé îáðàçîâûâàòü àìèäíóþ ñâÿçü ñ áèîòèíîì
ïðè ïîìîùè áèîòèí-ëèãàçû [17]. Òàêèì îáðàçîì, áèî-
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Ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ñêîíñòðóèðîâàíà ïëàçìèäà, êîäèðóþùàÿ ãåí ãèáðèäíî-
ãî áåëêà, êîòîðûé âêëþ÷àåò ãåí òåðìîñòàáèëüíîãî ìóòàíòà ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ Luciola
mingrelica (4TS) è ãåí, êîäèðóþùèé 87 Ñ-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ áèîòèí-ñâÿ-
çûâàþùåãî äîìåíà E. coli (bccp87). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè íàðàáîòêå ãèáðèäíîãî áåëêà (4TS-
bccp) â êëåòêàõ E. coli BL21(DE3) 60% öåëåâîãî áåëêà îáðàçóåòñÿ â áèîòèíèëèðîâàííîé
ôîðìå. Ïîêàçàíî, ÷òî êàòàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà, òåðìîñòàáèëüíîñòü è ñïåêòðû áèîëþìèíåñ-
öåíöèè ãèáðèäíîãî áåëêà áëèçêè ê ñâîéñòâàì èñõîäíîé ëþöèôåðàçû. Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ êîìïëåêñà ãèáðèäíîãî áåëêà ñî ñòðåïòàâèäèíîì â èììóíîôåðìåíòíîì àíà-
ëèçå äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êëåòîê Salmonella typhimurium  â èíòåðâàëå îò 104  äî
5·106 ÊÎÅ/ìë.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ, Luciola mingrelica, ãèáðèäíûé áåëîê,
áèîòèí-ñâÿçûâàþùèé äîìåí, êëåòêè Salmonella typhimurium, ñòðåïòàâèäèí, áèîòèí,
ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà.

òèíèëèðîâàíèå áåëêîâ, êîíüþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíñâÿ-
çûâàþùèìè äîìåíàìè, ïðîèñõîäèò íåïîñðåäñòâåííî
ïðè ñèíòåçå ãèáðèäíûõ áåëêîâ in vivo. Â ëèòåðàòóðå
ïîäîáíûå áåëêè îïèñàíû äëÿ ëþöèôåðàç ñâåòëÿêîâ
Photinus pyralis [13–14] è Luciola lateralis [15–16].
Äëÿ ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ Luciola mingrelica òàêèõ
êîíñòðóêöèé íå îïèñàíî.

Â íàøåé ëàáîðàòîðèè ïîëó÷åí è îõàðàêòåðèçîâàí
âûñîêîàêòèâíûé òåðìîñòàáèëüíûé ìóòàíò ëþöèôåðà-
çû Luciola mingrelica (4TS) [18]. Àêòèâíîñòü ìóòàí-
òà 4TS ïî ñðàâíåíèþ ñ ôåðìåíòîì äèêîãî òèïà ñî-
ñòàâëÿåò 190%, ïîñëå äâóõ äíåé èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ
óìåíüøàåòñÿ âñåãî íà 20% [18]. Òàêèì îáðàçîì, äàí-
íûé ìóòàíò ëþöèôåðàçû Luciola mingrelica  ñîîòâåò-
ñòâóåò òðåáîâàíèÿì, êîòîðûå ïðåäúÿâëÿþòñÿ ê ôåð-
ìåíòàì-ìåòêàì â ÈÔÀ.

Öåëü äàííîé ðàáîòû – ïîëó÷åíèå è èçó÷åíèå
ñâîéñòâ ãèáðèäíîãî áåëêà òåðìîñòàáèëüíîé ìóòàíò-
íîé ëþöèôåðàçû Luciola mingrelica ñ áèîòèíñâÿçûâà-
þùèì äîìåíîì (4TS-bccp), à òàêæå âûÿñíåíèå âîç-
ìîæíîñòè åãî ïðèìåíåíèÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæà-
íèÿ êëåòîê Salmonella typhimurium ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÈÔÀ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Èñïîëüçîâàííûå âåùåñòâà è ðàñòâîðû. Â ðàáî-

òå èñïîëüçîâàëè àäåíîçèí-5′-òðèôîñôàò (ATÔ), äèòè-
îòðåèòîë (ÄÒÒ), áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí
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(ÁÑÀ) (“Sigma”, ÑØÀ), D-ëþöèôåðèí (LH2) (“Ëþì-
òåê”, Ðîññèÿ), îëèãîíóêëåîòèäû (“Ñèíòîë”, Ðîññèÿ).
Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè ìóòàãåíåçà è êëîíèðîâàíèÿ
òðåáóåìûõ 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). Äëÿ îï-
ðåäåëåíèÿ ñòåïåíè áèîòèíèëèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
ìàãíèòíûå ÷àñòèöû Streptavidin C1(“Invitrogen”,
ÑØÀ). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà
èñïîëüçîâàëè êëåòêè Salmonella typhimurium CRIFS
¹ C1058, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà SB:1B10B ê ñàëü-
ìîíåëëå ñåðîãðóïïû Â, ïîëó÷åííûå ïî ìåòîäó [19], è
èõ áèîòèíèëèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå, ñòðåïòàâèäèí
(“Sigma”, ÑØÀ).

Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé ãèá-
ðèäíûé áåëîê. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé
ãèáðèäíûé áåëîê, áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå
ôðàãìåíòû ÄÍÊ: ãåí òåðìîñòàáèëüíîãî ìóòàíòà ëþ-
öèôåðàçû 4TS, âûäåëåííûé èç ïëàçìèäû pETL7 [18]
ïðè ïîìîùè ðåñòðèêöèè ïî ñàéòàì PstI, ApaI; ôðàã-
ìåíò ÄÍÊ, êîäèðóþùèé 87 Ñ-êîíöåâûõ àìèíîêñèëîò-
íûõ îñòàòêîâ áèîòèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà (bccp) [17],
âûäåëåííûé èç ãåíîìà êëåòîê E. coli, â êîòîðûé
áûëè ââåäåíû ñàéòû ðåñòðèêöèè SalI è ApaI ïðè ïî-
ìîùè ÏÖÐ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ áûëè èñïîëüçîâàíû
ñëåäóþùèå ïðàéìåðû:

ïðÿìîé ïðàéìåð bccp:

    5′-TCGGGCCCATTGGAAGCGCCAGCAGC -3′ (26 bp),

îáðàòíûé ïðàéìåð bccp:

5′-GTGGTCGACACCCTCGATGACGACCAGCGG-3′ (30 bp).

Ïîñëå î÷èñòêè îáà ôðàãìåíòà ëèãèðîâàëè â âåêòîð
pET23b (“Novagen”, ÑØÀ), ðàçðåçàííûé ïî ñàéòàì
PstI è XhoI, ïîçâîëÿþùèé ïðîâîäèòü ýêñïðåññèþ öå-
ëåâîãî áåëêà ñ ïîìîùüþ âûñîêîýôôåêòèâíîé ñèñòå-
ìû pET [20] è äîáàâëÿþùèé íà C-êîíöå ôåðìåíòà
äîïîëíèòåëüíóþ øåñòèãèñòèäèíîâóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü äëÿ ïîñëåäóþùåé î÷èñòêè ãèáðèäíîãî áåëêà
ìåòîäîì ìåòàëëî-õåëàòíîé õðîìàòîãðàôèè. Ëèïêèå
êîíöû ñàéòîâ SalI è XhoI ñîâìåñòèìû, è ïîñëå ëèãè-
ðîâàíèÿ îáà ñàéòà èñ÷åçàþò. Ïîëó÷åííàÿ â ðåçóëüòà-
òå ëèãèðîâàíèÿ ïëàçìèäà áûëà òðàíñôîðìèðîâàíà â
êëåòêè E. coli XL1-Blue, íàðàáîòàíà è âûäåëåíà â
íåîáõîäèìîì äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé êîëè÷å-

ñòâå. Ôåðìåíò ýêñïðåññèðîâàëè â êëåòêàõ E. coli
BL21(DE3) CodonPlus, âûäåëÿëè è î÷èùàëè ïî ìåòî-
äèêå, îïèñàííîé â ðàáîòå [20]. Êîíöåíòðàöèþ ëþöè-
ôåðàçû îïðåäåëÿëè ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà
ïðè 280 íì (0,51 åä. îïò. ïë. ñîîòâåòñòâóåò ðàñòâîðó,
ñîäåðæàùåìó 1 ìã/ìë ëþöèôåðàçû).

Êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà îïðåäåëÿëè íà ëþìèíî-
ìåòðå FB 12 (“Zylux”, ÑØÀ) [20] ïî âåëè÷èíå ìàê-
ñèìàëüíîé èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè ïðè íà-
ñûùàþùåé êîíöåíòðàöèè îäíîãî èç ñóáñòðàòîâ (1 ìÌ
ATÔ èëè 0,3 ìÌ LH2), âàðüèðóÿ êîíöåíòðàöèþ äðóãî-
ãî ñóáñòðàòà â ïðåäåëàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 0,4–7 âå-
ëè÷èí Km. Ðàñ÷åò Km ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû Origin 7.5 ïî ìåòîäó íåëèíåéíîé ðåãðåññèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì óðàâíåíèÿ Ìèõàýëèñà–Ìåíòåí.

Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû â ñîñòàâå ãèáðèäíî-
ãî áåëêà è êîìïëåêñà ãèáðèäíûé áåëîê-ñòðåïòà-
âèäèí èçìåðÿëè, èñïîëüçóÿ ñóáñòðàòíóþ ñìåñü
ÀÒÔ–LH2 ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: ôîñôàòíûé áóôåðíûé
ðàñòâîð (ðÍ 7,8, 0,05 Ì ÊÍ2ÐÎ4; 0,05 Ì Ê2ÍÐÎ4);
ñîäåðæàùèé 2 ìÌ ÀÒÔ; 0,3 ìÌ LH2;15 ìÌ
MgSO4; 4 ìÌ ÝÄÒÀ; 2% Íåîíîë-10; 0,1 ìÌ
Na4P2O7. Ïðè ïðîâåäåíèè èçìåðåíèé â ëþìèíîìåòðè-
÷åñêóþ ìèêðîêþâåòó âíîñèëè 100 ìêë ðàñòâîðà áåë-
êà, äîáàâëÿëè 100 ìêë ñóáñòðàòíîé ñìåñè ÀÒÔ–LH2,
áûñòðî ïåðåìåøèâàëè è èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü áèî-
ëþìèíåñöåíöèè íà ëþìèíîìåòðå “ËÞÌ-1” (“Ëþì-
òåê”, Ðîññèÿ). Àíàëîãè÷íûì ñïîñîáîì ïîëó÷àëè çà-
âèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè îò êîí-
öåíòðàöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêà â øèðîêîì  èí-
òåðâàëå åãî êîíöåíòðàöèé.

Èçó÷åíèå íåîáðàòèìîé òåðìîèíàêòèâàöèè ëþ-
öèôåðàçû. Ãîòîâèëè ðàñòâîð ôåðìåíòà (0,01 ìã/ìë,
1,7×10–7 Ì) â îõëàæäåííîì äî 4°Ñ áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå TB1 (pH 7,8; 50 ìÌ òðèñ-àöåòàò, 20 ìÌ MgSO4;
2 ìÌ ÝÄÒÀ; 0,2 ìã/ìë ÁÑÀ), ðàçëèâàëè ïî 50 ìêë
ðàñòâîðà ôåðìåíòà â 7–8 òîíêîñòåííûõ ìèêðîïðîáè-
ðîê (0,5 ìë) è èíêóáèðîâàëè â âîäÿíîì òåðìîñòàòå.
×åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè îòáèðàëè
ïðîáû (ïî 50 ìêë), èíêóáèðîâàëè â ñíåãó íå ìåíåå
15 ìèí è îïðåäåëÿëè 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 [20].

Ñòåïåíü áèîòèíèëèðîâàíèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà
ëþöèôåðàçû îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîðîêà-
êðàòíîãî ïî îòíîøåíèþ ê êîíöåíòðàöèè ãèáðèäíîãî
áåëêà èçáûòêà ìàãíèòíûõ ÷àñòèö, ìîäèôèöèðîâàííûõ



293ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2011. Ò. 52. ¹ 4

ñòðåïòàâèäèíîì â áóôåðå PBS (pH 7,6; 0,01 Ì Na-
ôîñôàò; 0,15 Ì NaCl). Â ïðîáèðêó òèïà ýïïåíäîðô ñ
÷àñòèöàìè (0,1 ìã) ïîìåùàëè ðàñòâîð ëþöèôåðàçû
(100 ìêë), ïðåäâàðèòåëüíî ðàçáàâëåííûé â 105 ðàç â
áóôåðå PBS, ñîäåðæàùåì ÁÑÀ (0,1ìã/ìë), äîâîäèëè
äî êîíöåíòðàöèè 6×10–5 ìã/ìë (èëè 10–9 Ì) è èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè èíòåíñèâíîì ïåðåìå-
øèâàíèè íà îðáèòàëüíîì øåéêåðå “Multi Bio RS-24”
(“Biosan”, Ëàòâèÿ). Çàòåì èçìåðÿëè àêòèâíîñòü ëþ-
öèôåðàçû â êîíòðîëüíîì îáðàçöå (áåç ÷àñòèö) è â
ñóïåðíàòàíòå ïîñëå îòäåëåíèÿ ìàãíèòíûõ ÷àñòèö ìàã-
íèòîì. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâà-
íèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà ïîëó÷åííûé îñàäîê ìàãíèòíûõ
÷àñòèö äâàæäû  ïðîìûâàëè 100 ìêë áóôåðà PBS,
çàòåì äîáàâëÿëè 100 ìêë òîãî æå áóôåðà è èíêóáèðî-
âàëè 40 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è èíòåíñèâ-
íîì ïåðåìåøèâàíèè. Çàòåì ñîáèðàëè ÷àñòèöû ìàãíè-
òîì. Â ñóïåðíàòàíòå èçìåðÿëè àêòèâíîñòü ëþöèôåðà-
çû ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóáñòðàòíîé ñìåñè ÀÒÔ–LH2,
êàê îïèñàíî âûøå. Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè àíàëîãè÷-
íûé ýêñïåðèìåíò ñ èñïîëüçîâàíèåì èñõîäíîé (íåáèî-
òèíèëèðîâàííîé) ëþöèôåðàçû.

Âëèÿíèå ñòðåïòàâèäèíà è àíòèòåë íà àêòèâ-
íîñòü ãèáðèäíîãî áåëêà èçó÷àëè, ïîëó÷àÿ çàâèñèìî-
ñòè èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè îò êîíöåíòðà-
öèè ðàñòâîðà ãèáðèäíîãî áåëêà èëè ðàñòâîðà, ñîäåð-
æàùåãî êîìïëåêñ ãèáðèäíûé áåëîê–ñòðåïòàâèäèí
(ïðè ñîîòíîøåíèè êîìïîíåíòîâ 1:1) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñóáñòðàòíîé ñìåñè ÀÒÔ–LH2, îïèñàííîé âûøå. Ýòè
æå çàâèñèìîñòè èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðå-
äåëà îáíàðóæåíèÿ ëþöèôåðàçû. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿ-
íèÿ àíòèòåë íà àêòèâíîñòü êîìïëåêñà ãèáðèäíûé
áåëîê–ñòðåïòàâèäèí ãîòîâèëè ðàñòâîðû àíòèòåë ñ
êîíöåíòðàöèåé îò 10–10  äî 10–7  Ì â áóôåðå PBS.
Ïî 50 ìêë ðàñòâîðà àíòèòåë ïîìåùàëè â ìèêðîêþ-
âåòû, äîáàâëÿëè ïî 50 ìêë 10–10 Ì ðàñòâîðà êîìï-
ëåêñà ãèáðèäíûé áåëîê–ñòðåïòàâèäèí è èíêóáèðîâà-
ëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37°Ñ è ïåðåìåøèâàíèè â òåð-
ìîñòàòèðóåìîé êà÷àëêå “ES-20” (“Biosan”, Ëàòâèÿ),
250 îá/ìèí. Çàòåì â ìèêðîêþâåòû äîáàâëÿëè ïî
100 ìêë ñóáñòðàòíîé ñìåñè ÀÒÔ–LH2 è èçìåðÿëè
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà íà ëþìèíîìåòðå ËÞÌ-1.

Ïîëó÷åíèå êîìïëåêñà ãèáðèäíûé áåëîê-ñòðåï-
òàâèäèí. Ãîòîâèëè ðàñòâîðû ñòðåïòàâèäèíà ñ êîíöåí-
òðàöèåé 4×10–8, 2×10–8, 1×10–8 Ì è ðàñòâîð ãèáðèäíî-
ãî áåëêà ñ êîíöåíòðàöèåé  2·10–8 Ì â 1%-ì áóôåðå
PBSÒ-ÁÑÀ (pH 7,6; 0,01 Ì Na-ôîñôàò; 0,15 Ì NaCl;
0,1% Tween-20; 1% ÁÑÀ). Ñìåøèâàëè ðàâíûå îáúåìû
ðàñòâîðîâ áåëêà è ñòðåïòàâèäèíà è èíêóáèðîâàëè îò
30 äî 140 ìèí (37°Ñ, 250 îá/ìèí), ðàçáàâëÿëè â íåîá-

õîäèìîå êîëè÷åñòâî ðàç è èñïîëüçîâàëè â äàëüíåé-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Âçàèìîäåéñòâèå êîìïëåêñà ãèáðèäíûé áåëîê-
ñòðåïòàâèäèí ñ èììîáèëèçîâàííûìè àíòèòåëà-
ìè. Äëÿ èììîáèëèçàöèè àíòèòåë â ëóíêè ïîëèñòèðîëü-
íîãî 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà âíîñèëè ïî 100 ìêë íà
ëóíêó ðàñòâîðà áèîòèíèëèðîâàííûõ àíòèòåë (5 ìêã/ìë
â 50 ìÌ áèêàðáîíàòíîì áóôåðå, pH 9,6 ), èíêóáèðî-
âàëè 2 ÷ (37°Ñ, 250 îá/ìèí), çàòåì 4 ðàçà ëóíêè ïðî-
ìûâàëè ïîðöèÿìè ïî 200 ìêë áóôåðà PBST (pH 7,6;
0,01 Ì Na-ôîñôàò; 0,15 Ì NaCl; 0,1% Tâèí-20). Äëÿ
áëîêèðîâàíèÿ öåíòðîâ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ
íà ïîâåðõíîñòè â ëóíêè âíîñèëè ïî 200 ìêë 1%-ãî
ðàñòâîðà ÁÑÀ, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37°Ñ,
çàòåì ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 200 ìêë PBST. Â ïîäãî-
òîâëåííûå òàêèì îáðàçîì ëóíêè ïëàíøåòà ñ èììîáè-
ëèçîâàííûìè áèîòèíèëèðîâàííûìè àíòèòåëàìè âíîñè-
ëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà êîìïëåêñà ãèáðèäíûé áåëîê–
ñòðåïòàâèäèí, èíêóáèðîâàëè 1 ÷ (37°Ñ, 250 îá/ìèí) è
íå ñâÿçàâøèéñÿ ñ àíòèòåëàìè êîìïëåêñ óäàëÿëè ïÿ-
òèêðàòíûì ïðîìûâàíèåì ïëàíøåòà 200 ìêë ðàñòâîðà
PBST. Ïîñëå óäàëåíèÿ îñòàòêîâ áóôåðà PBSÒ â ÿ÷åé-
êè âíîñèëè ïî 50 ìêë áóôåðà PBS è ïî 50 ìêë ñóá-
ñòðàòíîé ñìåñè ÀÒÔ–LH2, ïåðåìåøèâàëè è èçìåðÿëè
áèîëþìèíåñöåíòíûé ñèãíàë.

Ïîëó÷åíèå áèîìàññû èíàêòèâèðîâàííûõ êëå-
òîê ñàëüìîíåëë. Êëåòêè Salmonella typhimurium
ðàññåâàëè íà ÷àøêó Ïåòðè ñ àãàðèçîâàííîé ñðåäîé
LB ñ ïîìîùüþ ñòåðèëüíîé ïåòëè è èíêóáèðîâàëè ïðè
37°Ñ â òå÷åíèå íî÷è â òåðìîñòàòå. Äàëåå èíîêóëèðî-
âàëè äâóìÿ èíäèâèäóàëüíûìè êîëîíèÿìè â äâà ìàò-
ðàöà íà 200 ìë, ñîäåðæàùèõ ïî 60 ìë ïèòàòåëüíîé
ñðåäû LB, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è (~14 ÷) íà
òåðìîñòàòèðóåìîé êà÷àëêå (37°Ñ, 160–180 îá/ìèí).
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà âûðîñøèõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ îòáèðàëè 50 ìêë îáîãàùåííîé ñðåäû è ïðîèçâî-
äèëè ïîñëåäîâàòåëüíûå ðàçáàâëåíèÿ â 102, 104, 106,
107 ðàç. Àëèêâîòû (100 ìêë) îáðàçöîâ ñ ðàçáàâëåíè-
åì â 106, 107 ðàç âûñåâàëè íà ïèòàòåëüíóþ àãàðèçî-
âàííóþ ñðåäó LB, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè
37°Ñ è çàòåì ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò âûðîñøèõ êîëîíèé.
Ñîäåðæèìîå ìàòðàöåâ ïåðåíîñèëè â ñòàêàíû äëÿ
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (250 ìë) è öåíòðèôóãèðîâàëè
(20 ìèí, 6000 îá/ìèí, 4°Ñ). Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè
â 30 ìë áóôåðà PBS è ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêó íà
50 ìë. Äëÿ èíàêòèâàöèè êëåòîê ïðîáèðêó ñ áèîìàñ-
ñîé íàãðåâàëè íà âîäÿíîé áàíå (1 ÷, 100°Ñ).  Äëÿ ïðî-
âåðêè ïîëíîòû èíàêòèâàöèè êëåòîê ñàëüìîíåëë
200 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê íàíîñèëè íà ÷àøêó Ïåòðè
ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé LB, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
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íî÷è, ïîñëå ÷åãî îïðåäåëÿëè êîëè÷åñòâî âûðîñøèõ
êîëîíèé. Ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò êëåòîê õðàíèëè ïðè
–20°Ñ.

Ãåòåðîãåííûé ñýíäâè÷-àíàëèç äëÿ êîëè÷å-
ñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êëåòîê
Salmonella typhimurium. Íåáèîòèíèëèðîâàííûå ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà  èììîáèëèçîâàëè íà ïîâåðõ-
íîñòè ëóíîê ïîëèñòèðîëüíîãî ïëàíøåòà, êàê îïèñàíî
âûøå äëÿ áèîòèíèëèðîâàííûõ àíòèòåë. Ãîòîâèëè ñå-
ðèþ ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíèé áóôåðîì PBS èñ-
õîäíîé ñóñïåíçèè êëåòîê (108 ÊÎÅ/ìë â PBS) ñ êîí-
öåíòðàöèÿìè êëåòîê îò 107 äî 103 ÊÎÅ/ìë. Ïî
100 ìêë ïîëó÷åííûõ ðàñòâîðîâ âíîñèëè â ëóíêè
ïëàíøåòà è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ (37°Ñ,
250 îá/ìèí). Ïëàíøåòû ñ èììîáèëèçîâàííûìè
êëåòêàìè òðè ðàçà ïðîìûâàëè 200 ìêë PBST. Çà-
òåì â ëóíêè ñ èììîáèëèçîâàííûìè êëåòêàìè âíî-
ñèëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà áèîòèíèëèðîâàííûõ àíòè-
òåë (5 ìêã/ìë â PBSÒ), èíêóáèðîâàëè 1,5 ÷ ïðè
37°Ñ, 250 îá/ìèí è íå ñâÿçàâøèåñÿ àíòèòåëà óäàëÿ-
ëè ïðîìûâàíèåì (4 ðàçà, ïî 200 ìêë áóôåðà
PBSÒ). Ïîñëå óäàëåíèÿ îñòàòêîâ áóôåðà â ëóíêè
ïëàíøåòà âíîñèëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà êîìïëåêñà
ãèáðèäíûé áåëîê–ñòðåïòàâèäèí ñ êîíöåíòðàöèåé
10–8 Ì è  èíêóáèðîâàëè 1 ÷ (37°Ñ, 250 îá/ìèí). Íå
ñâÿçàâøèéñÿ êîìïëåêñ óäàëÿëè ïÿòèêðàòíûì ïðî-
ìûâàíèåì ïëàíøåòà 200 ìêë PBST. Ïîñëå óäàëå-
íèÿ îñòàòêîâ áóôåðà  â ëóíêè âíîñèëè ïî 50 ìêë
áóôåðà PBS è 50 ìêë ñóáñòðàòíîé ñìåñè ÀÒÔ-LH2
è èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü áèîëþìèíåñöåíöèè íà
ëþìèíîìåòðå ËÞÌ-1.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ïîëó÷åíèå ãèáðèäíîãî áåëêà ëþöèôåðàçà-áèî-

òèíñâÿçûâàþùèé äîìåí. Ñõåìàòè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà
ñêîíñòðóèðîâàííîé íàìè ïëàçìèäû pETL7-bccp, êîäè-
ðóþùåé ãèáðèäíûé áåëîê (ëþöèôåðàçà–áèîòèíñâÿçû-
âàþùèé äîìåí), ïîêàçàíà íà ðèñ. 1.

Ïëàçìèäà ñîäåðæèò ãåí òåðìîñòàáèëüíîãî ìóòàíòà
4TS ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica, ãåí, êîäèðó-
þùèé 87 Ñ-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ áèî-
òèíñâÿçûâàþùåãî äîìåíà (bccp87) E. coli, êîòîðûå
äîñòàòî÷íû äëÿ áèîòèíèëèðîâàíèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà
in vivo, è ïîëèãèñòèäèíîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïî-
çâîëÿþùóþ ïðîâîäèòü î÷èñòêó áåëêà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìåòîäà ìåòàëëî-õåëàòíîé õðîìàòîãðàôèè. Ïðè
êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíîãî áåëêà ñòàðòîâûé êîäîí
ìåòèîíèíà â íà÷àëå ãåíà bccp87 áûë èçìåíåí íà ëåé-
öèí, ÷òîáû óäàëèòü âîçìîæíóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíèÿ.

Ýòîò îñòàòîê íàõîäèòñÿ â íåêîíñåðâàòèâíîé ïîäâèæ-
íîé ïåòëå äî íà÷àëà ñòðóêòóðèðîâàííîé ÷àñòè bccp87,
ïîýòîìó åãî çàìåíà íå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëè-
ÿíèÿ íà ñâîéñòâà áåëêà [21]. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
â ïîëó÷åííîé êîíñòðóêöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
SGPLEAPAAAEISG âûïîëíÿåò ðîëü ïîäâèæíîãî ëèí-
êåðà ìåæäó ñòðóêòóðèðîâàííûìè ÷àñòÿìè ëþöèôåðà-
çû è áåëêà bccp87.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòåïåíè áèîòèíèëèðîâàíèÿ ãèá-
ðèäíîãî áåëêà èñïîëüçîâàëè èçáûòîê ìàãíèòíûõ ÷àñ-
òèö, ìîäèôèöèðîâàííûõ ñòðåïòàâèäèíîì. Ïðè ýòîì ñ
÷àñòèöàìè ñâÿçàëîñü îêîëî 60% ãèáðèäíîãî áåëêà, à
íåñïåöèôè÷åñêàÿ ñîðáöèÿ ñîñòàâèëà íå áîëåå 1%.
Èñõîäíàÿ ëþöèôåðàçà, íå ñîäåðæàùàÿ bccp-äîìåíà,
êàê ìû ïîêàçàëè, íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ ìàãíèòíûìè ÷àñ-
òèöàìè. Â èòîãå, åñëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ãèáðèäíûé
áåëîê óäåðæèâàåòñÿ ìàãíèòíûìè ÷àñòèöàìè çà ñ÷åò
áèîòèí-ñòðåïòàâèäèíîâûõ âçàèìîäåéñòâèé, òî áèîòè-
íèëèðîâàíèå ãèáðèäíîãî áåëêà ñîñòàâëÿåò 60±5%. Â
äàííîì ñëó÷àå íàáëþäàåòñÿ íåïîëíîå áèîòèíèëèðîâà-
íèå, ïîñêîëüêó âûðàùèâàíèå êëåòîê âåëîñü áåç äî-
áàâëåíèÿ ýêçîãåííîãî áèîòèíà.

Âëèÿíèå áèîòèíñâÿçûâàþùåãî äîìåíà íà ñâîé-
ñòâà ãèáðèäíîãî áåëêà. Äëÿ ãèáðèäíîãî áåëêà áûë
ñíÿò ñïåêòð áèîëþìèíåñöåíöèè, èçìåðåíû êîíñòàíòû
Ìèõàýëèñà ïî êàæäîìó èç ñóáñòðàòîâ, áûëà èçó÷åíà
êèíåòèêà òåðìîèíàêòèâàöèè ïðè 47°Ñ. Ñðàâíåíèå ïî-
ëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñ äàííûìè äëÿ ìóòàíòà 4TS
(òàáëèöà) ïîêàçûâàåò, ÷òî áèîòèíñâÿçûâàþùèé äîìåí
íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ñòðóêòóðó è îêðóæåíèå àê-

Ðèñ. 1. Ñõåìàòè÷åñêèé ðèñóíîê ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé ãåí
ãèáðèäíîãî áåëêà ëþöèôåðàçà–áèîòèíñâÿçûâàþùèé äîìåí
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òèâíîãî öåíòðà, à òàêæå íà êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà è
òåðìîñòàáèëüíîñòü ëþöèôåðàçû.

Èñïîëüçîâàíèå ãèáðèäíîãî áåëêà â êà÷åñòâå
ìåòêè â ÈÔÀ äëÿ äåòåêöèè êëåòîê Salmonella
typhimurium. Â ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè ñõåìó ÈÔÀ,
ïîêàçàííóþ íà ðèñ. 2. Êàê ñëåäóåò èç ðèñ. 2, èíòåí-
ñèâíîñòü áèîëþìèíåñöåíöèè èçìåðÿåòñÿ äëÿ ñëîæíîãî
êîìïëåêñà, ôèêñèðîâàííîãî íà ïîâåðõíîñòè ëóíîê
ïëàíøåòà. Âàæíî áûëî âûÿñíèòü, êàêîå âëèÿíèå îêà-
çûâàþò êîìïîíåíòû äåòåêòèðóåìîãî êîìïëåêñà íà
àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ñòðåï-
òàâèäèíà íà áèîëþìèíåñöåíòíóþ àêòèâíîñòü ãèáðèä-
íîãî áåëêà áûëè ïîëó÷åíû çàâèñèìîñòè èíòåíñèâ-
íîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè ãèáðèäíîãî
áåëêà â èíòåðâàëå îò 0,1 äî 10 ïÌ â îòñóòñòâèå
(ðèñ. 3, 1) è â ïðèñóòñòâèè ñòðåïòàâèäèíà (ðèñ. 3, 2)
ïðè ñîîòíîøåíèè êîìïîíåíòîâ 1:1. Ýòè çàâèñèìîñòè

ÿâëÿþòñÿ ëèíåéíûìè, ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò è îïè-
ñûâàþòñÿ óðàâíåíèÿìè:

 À = (25±18) + (515±9) c, À = (30±26) + (521±13) c,

ãäå À – èíòåíñèâíîñòü áèîëþìèíåñöåíöèè (óñë.åä.),
c – êîíöåíòðàöèÿ áåëêà (ïÌ).

Èç ýòèõ óðàâíåíèé ñëåäóåò, ÷òî ïðåäåë îáíàðóæå-
íèÿ ãèáðèäíîãî áåëêà è åãî êîìïëåêñà ñî ñòðåïòàâè-
äèíîì (cìèí), ðàññ÷èòàííûé ïî ôîðìóëå cìèí = 3 s0/S,
ãäå s0 – ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå ôîíîâîãî ñèãíàëà,
S − òàíãåíñ óãëà íàêëîíà ãðàäóèðîâî÷íîé ïðÿìîé, ñî-
ñòàâëÿåò 0,1 ïÌ.  Áûëî òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ïðèñóò-
ñòâèå àíòèòåë â êîíöåíòðàöèè îò 10–7 äî 10–10 Ì íå
âëèÿåò íà àêòèâíîñòü ãèáðèäíîãî áåëêà è åãî êîìï-
ëåêñà ñî ñòðåïòàâèäèíîì.

Äàëåå áûëè îïòèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ
ÈÔÀ. Ïîêàçàíî, ÷òî îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå êîì-

Ðèñ. 2. Ñõåìà îáðàçîâàíèÿ äåòåêòèðóåìîãî êîìïëåêñà

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ìóòàíòà 4TS ëþöèôåðàçû câåòëÿêîâ Luciola
mingrelica è ãèáðèäíîãî áåëêà: ëþöèôåðàçà (4TS)–áèîòèíñâÿçûâàþùèé áåëîê

(bccp)

Èììîáèëèçîâàííûå
àíòèòåëà

Îïðåäåëÿåìûé
àíòèãåí

Èììîáèëèçî-
âàííûå
èììóíîêîìï-
ëåêñû

Áèîòèíèëè-
ðîâàííûå
àíòèòåëà

Èììîáèëèçî-
âàííûå
èììóíîêîìï-
ëåêñû

Êîìïëåêñ
ãèáðèäíûé
áåëîê–
ñòðåïòàâèäèí

Èììîáèëèçîâàííûå
äåòåêòèðóåìûå
èììóíîêîìïëåêñû

Km, ìêÌ 
Ìàêñèìóì ñïåêòðà 
áèîëþìèíåñöåíöèè, 
íì 

Âðåìÿ 
ïîëóèíàêòè-
âàöèè ïðè 
47°, ìèí Ôåðìåíò 

LH2 ÀÒÔ pH 7.8  

4TS 60 ± 5 41 ± 8 573 15 ± 2 

4TS-bccp 66 ± 6 41 ± 7 569 15 ± 2 
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè îò
êîíöåíòðàöèè ãèáðèäíîãî áåëêà (1) è êîìïëåêñà ãèáðèäíîãî
áåëêà ñî ñòðåïòàâèäèíîì (2). Óñëîâèÿ èçìåðåíèÿ îïèñàíû â

ýêñïåðèìåíòàëüíîé ÷àñòè

Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè îò ëî-
ãàðèôìà êîíöåíòðàöèè êëåòîê Salmonella typhimurium, ñîð-
áèðîâàííûõ íà ïëàíøåò, àêòèâèðîâàííûé ìîíîêëîíàëüíûìè

íåáèîòèíèëèðîâàííûìè àíòèòåëàìè

ïîíåíòîâ ïðè îáðàçîâàíèè êîìïëåêñà ãèáðèäíîãî áåë-
êà ñî ñòðåïòàâèäèíîì ñîñòàâëÿåò 1:1. Ïðè óâåëè÷å-
íèè îòíîñèòåëüíîé êîíöåíòðàöèè ñòðåïòàâèäèíà âîçðà-
ñòàåò êîíêóðåíöèÿ ïîñëåäíåãî ñ êîìïëåêñîì ñòðåïòà-
âèäèí–ëþöèôåðàçà çà áèîòèí, íàõîäÿùèéñÿ íà ïî-
âåðõíîñòè àíòèòåë, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê óìåíüøå-
íèþ áèîëþìèíåñöåíòíîãî ñèãíàëà çà ñ÷åò îáðàçîâà-
íèÿ íåäåòåêòèðóåìîãî êîìïëåêñà àíòèòåëî–áèîòèí–
ñòðåïòàâèäèí. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îïòèìàëüíàÿ êîíöåí-
òðàöèÿ êîìïëåêñà äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÈÔÀ ñîñòàâëÿåò
10 íÌ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìèíèìàëüíàÿ íåñïåöèôè-
÷åñêàÿ ñîðáöèÿ íàáëþäàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè áóôå-
ðà PBST äëÿ èíêóáàöèè àíòèòåë ñ èñïîëüçîâàíèåì
1%-ãî ðàñòâîðà ÁÑÀ â êà÷åñòâå áëîêèðóþùåãî àãåí-
òà. Äëÿ îïòèìèçàöèè äëèòåëüíîñòè ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè
ìåæäó ãèáðèäíûì áåëêîì è ñòðåïòàâèäèíîì áûëà
èçó÷åíà êèíåòèêà êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ. Ïðè ðàçëè÷-
íûõ ñîîòíîøåíèÿõ ãèáðèäíîãî áåëêà è ñòðåïòàâèäèíà
âàðüèðîâàëè äëèòåëüíîñòü èíêóáàöèè. Ïðè ñîîòíîøå-
íèè 1:1 èíòåíñèâíîñòü áèîëþìèíåñöåíöèè âûõîäèò íà
ïëàòî ÷åðåç 60 ìèí, â òî âðåìÿ êàê ïðè äâóêðàòíîì
èçáûòêå ñòðåïòàâèäèíà íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîé ðîñò
èíòåíñèâíîñòè è ïîñëå 2 ÷ èíêóáàöèè. Äëÿ êîìïëåêñà
ñîñòàâà 1:1 îïòèìàëüíîå âðåìÿ èíêóáàöèè ñîñòàâëÿåò
90 ìèí, êðîìå òîãî, äëÿ íåãî íàáëþäàëàñü è íàèëó÷-
øàÿ âîñïðîèçâîäèìîñòü. Êîìïëåêñ ñîñòàâà 1:1 è áûë
èñïîëüçîâàí â ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ. Â ïðåäâà-
ðèòåëüíî îïòèìèçèðîâàííûõ óñëîâèÿõ áûë ïðîâåäåí
ãåòåðîãåííûé ñýíäâè÷-àíàëèç äëÿ îïðåäåëåíèÿ êëåòîê
ñàëüìîíåëë Salmonella typhimurium.  Èììîáèëèçàöèþ
ïðåïàðàòà èíàêòèâèðîâàííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè íà àêòè-
âèðîâàííûé ìîíîêëîíàëüíûìè íåáèîòèíèëèðîâàííûìè
àíòèòåëàìè ïîëèñòèðîëüíûé ïëàíøåò, ïðè ýòîì äèíàìè-
÷åñêèé äèàïàçîí ñîñòàâëÿåò îò 104 ÊÎÅ/ìë äî 5·106

ÊÎÅ/ìë (ðèñ. 4).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ïðîåêò ¹ 11-04-00698-à).
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FUSION PROTEIN OF LUCIFERASE Luciola mingrelica–BIOTIN
CARBOXYL CARRIER PROTEIN: PRODUCTION, PROPERTIES,
APPLICATION

M.I. Koksharov, D.V. Smirnova, S.G. Abbasova, N.N. Ugarova
(Division of Chemical Enzymology)

A plasmid was constructed by genetic engeneering methods that codes a fusion protein (4TS-
bccp87) including the thermostable mutant of Luciola mingrelica firefly luciferase (4TS) and the
carboxyl-terminal 87 residues of E. coli biotin carrier protein (bccp87). It was shown that about
60% of the fusion protein was biotinilated after the expression in E. coli BL21(DE3). Catalytic
properties, thermostability and bioluminescence spectra of the fusion protein were shown to be
similar to that of the initial luciferase. It was demonstrated that streptavidin-biotinylated
luciferase complex can be used in ELISA for the assay of Salmonella typhimurium cells in the
interval from 104  to 5·106 CFU/ml.

Key words: firefly luciferase, Luciola mingrelica, fusion protein, bccp, Salmonella
typhimurium, streptavidin, biotin.
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