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Ранее авторами у различных видов Bifidobacterium были идентифицированы шесть серин�треониновых про�
теинкиназ (СТПК), обозначенных Pkb1–Pkb6. В данной работе оптимизированы методы выделения их ка�
талитических доменов из штамма B. longum B379M: разработаны методы выделения нативных белков Pkb3
и Pkb4, денатурированного белка Pkb5 и белков Pkb1, Pkb2, Pkb6 из телец включения, оптимизированы ус�
ловия проведения диализа для ренатурации белков. Все ферменты выделены в количествах, достаточных
для измерения активности, их гомогенность подтверждена данными Ds�Na�ПААГ�электрофореза. Впервые
исследована способность к автофосфорилированию каталитических доменов протеинкиназ Pkb3 и Pkb4,
выделенных в нативном виде, и протеинкиназ Pkb1 и Pkb6, выделенных из телец включения. Явление авто�
фосфорилирования было обнаружено только у каталитического домена протеинкиназы Pkb3.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: серин�треониновые протеинкиназы, выделение и очистка белков, автофосфорили�
рование.

Серин�треониновые протеинкиназы (СТПК)
(КФ 2.7.11.1) – ферменты, модифицирующие
другие белки путем их обратимого фосфорили�
рования по остаткам серина или треонина в
консенсусных последовательностях и, тем са�
мым, модулирующие активность широкого
спектра ферментов и осуществляющие конт�
роль специфических белок�белковых взаимо�
действий. СТПК эукариотического типа широ�
ко распространены у грамположительных бак�
терий [1]. Эти ферменты присутствуют у поч�
венных микроорганизмов, патогенов, коммен�
салов и пробиотических бактерий [2]. Некото�
рые роды бактерий, такие как Lactobacillus,

Staphylococcus, Streptococcus и Bacillus, имеют од�
ну–две СТПК [2]. Наибольшее количество
СТПК обнаружено у бактерий класса Actinobac$
teria: >10 у рода Mycobacterium [1], >20 у рода
Nocardia [2], >30 у рода Streptomyces [3], шесть
СТПК идентифицированы у рода Bifidobacterium [4].

Обратимое фосфорилирование белков явля�
ется важнейшим инструментом передачи сигна�
лов из внешней среды в бактериальную клетку, а
также регуляции клеточных функций [5–7].
СТПК и сопряженные с ними серин�треонино�
вые фосфатазы регулируют экспрессию прока�
риотических генов путем посттрансляционной
модификации различных белков, включая ком�
поненты систем транскрипции и трансляции [8,
9]. Исследования показали, что СТПК играют
существенную роль в процессе роста и деления
клеток, репликации ДНК [10], построении кле�
точной стенки [11], образовании биопленок
[12], споруляции и прорастании спор [13], виру�
лентности [5], стрессовом и адаптивном ответах
[14, 15]. Ингибиторы СТПК являются перспек�
тивными антимикробными агентами [16, 17].

В последние годы наблюдается повышенный
интерес к изучению бифидобактерий в связи с
их пробиотическими свойствами и способ�
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ностью положительно воздействовать на здо�
ровье человека [18]. Штаммы бифидобактерий
широко используются в пищевой промышлен�
ности для получения ферментируемых молоч�
ных продуктов, а также лекарственных препара�
тов с пробиотической активностью [19]. Бифи�
добактерии являются важнейшим компонентом
микрофлоры человека, они доминируют в сос�
таве микробиоты кишечника у детей грудного
возраста [20, 21]. В последнее время большой
интерес вызывает роль бифидобактерий в ком�
муникации «кишечная микробиота–мозг», в
первую очередь в процессе развития нервной
системы и мозга у детей [22–25].

Исследования структуры и функций СТПК
бифидобактерий до недавнего времени не были
представлены в российской и зарубежной лите�
ратуре. Следует отметить, что эксперименталь�
ных данных о функциях бифидобактериальных
генов и белков крайне мало, т.к. на настоящий
момент не разработано эффективных методов
для проведения нокаута генов у бифидобакте�
рий [26]. Почти половина функций белков толь�
ко предсказаны посредством анализа in silico,
основанного на гомологии с известными белка�
ми других бактерий, остальные белки аннотиро�
ваны как гипотетические [27]. По гомологии с
белками других актинобактерий можно предпо�
ложить, что СТПК бифидобактерий могут быть
элементами систем сигнальной трансдукции и
играть ключевую регуляторную роль в клетках
бифидобактерий.

Ранее нами были идентифицированы и оха�
рактеризованы шесть СТПК у различных штам�
мов B. longum [4, 28]. Поскольку изучение функ�
ций протеинкиназ бифидобактерий путем нока�
ута генов недоступно вследствие низкой эффек�
тивности трансформации и рекомбинации [26,
27], актуальными являются прямое изучение
свойств и функций белков протеинкиназ, поиски
их субстратов, изучение кристаллических струк�
тур. В связи с этим встает задача получения целе�
вых белков в препаративных количествах.

Целью представленной работы является раз�
работка методов выделения белков каталити�
ческих доменов протеинкиназ Pkb1–Pkb6 штам�
ма B. longum B379M [29], а также определение
способности протеинкиназ Pkb1, Pkb3, Pkb4 и
Pkb6 к автофосфорилированию in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы, векторы, среды и ус�
ловия культивирования. В работе использовали
штаммы Escherichia coli BL21 (DE3): F�ompT hsdSB
(rB�mB�) gal dcm (DE3) («Novagen», США) [30] и

BL21 (DE3) pLysS: F�ompT hsdSB (rB�mB�) gal dcm
(DE3) [pLysS CamR] («Stratagene», США) [31],
плазмиду pET32a («Novagen», США) [30] и плаз�
миды pET32a:pkb1, pET32a:pkb2, pET32a:pkb3,
pET32a:pkb4, pET32a:pkb5 и pET32a:pkb6, содер�
жащие клонированные каталитические домены
серин�треониновых протеинкиназ промышлен�
ного пробиотического штамма B. longum B379M
[4, 29].

Для выращивания клеток E. coli использова�
ли среду Лурия (L�бульон) и среду ТВ с хлорам�
фениколом (34 мкг/мл). Твердые среды содер�
жали 2% агара [32]. Для обеспечения селектив�
ного роста плазмидосодержащих клеток добав�
ляли ампициллин (150 мкг/мл). Выделение
плазмидной ДНК, приготовление компетент�
ной культуры E. coli и трансформацию проводи�
ли стандартными методами [32].

Получение биомассы Е. coli для выделения ре�
комбинантных белков каталитических доменов про�
теинкиназ. Клетки E. coli, содержащие рекомби�
нантные плазмиды, выращивали на качалке в
жидких средах при 37° до оптической плотности
0,6 (∼2 ч), затем индуцировали экспрессию ге�
нов СТПК добавлением ИПТГ. Далее проводи�
ли культивирование при 28° в течение 5 или 18 ч,
после чего отбирали биомассу, клетки осаждали
центрифугированием (5000 об/мин, 10 мин, 4°)
и замораживали при –20°. Для изучения экспрес�
сии осадок клеток суспендировали в Sample�бу�
фере (62,5 мМ Тris�HCl, pH 6,8, 5%�ный глице�
рин (m/V), 2%�ный 2�меркаптоэтанол, 0,1%�ный
Ds�Na, 0,001%�ный бромфеноловый синий), за�
тем клетки разрушали прогреванием при 95° в
течение 10 мин. Фракцию белков анализирова�
ли с помощью Ds�Na�ПААГ�электрофореза. В
качестве контроля использовали фракцию бел�
ков штаммов E. coli, содержавших плазмиду
pET32а без вставки.

Выделение рекомбинантных белков протеин�
киназ. Рекомбинантные белки выделяли из ли�
затов E. coli, содержащих рекомбинантные плаз�
миды, согласно протоколу QIAexpress в натив�
ных или денатурирующих условиях хроматогра�
фией с использованием набора Ni�NTA Fast
Start Kit (6) («Qiagen», США). Фракции белков
анализировали с помощью Ds�Na�ПААГ�элект�
рофореза. Концентрацию выделенных белков
определяли по методу Бредфорд [33]. К раство�
рам выделенных белков добавляли глицерин до
конечной концентрации 20%, растворы белков
хранили при –20°.

Масс�спектрометрический анализ выделен�
ных белков. Анализ проводили в Институте био�
органической химии им. академиков М.М. Ше�
мякина и Ю.А. Овчинникова РАН (ИБХ РАН).
Трипсинолиз белковых препаратов в ПААГ для
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их дальнейшего анализа методом отпечатка пеп�
тидных масс проводили в соответствии с мето�
дикой, описанной ранее [34]. Масс�спектромет�
рический анализ триптических гидролизатов
осуществляли с использованием времяпролетно�
го MALDI масс�спектрометра Ultraflex («Bruker
Daltonics», Германия). Регистрацию положи�
тельно заряженных ионов проводили в отража�
тельном режиме в диапазоне значений m/z
600–4000 Да. Идентификацию белков проводи�
ли с использованием поисковой системы Mascot
(MatrixSciense) (http://www.matrixscience.com/
home.html). Для идентификации использовали
следующие параметры поисковой системы: En�
zyme – Trypsin, Database – SwissProt, Taxonomy –
Actinobacterium, Fixed modification – none, Vari�
able modification – none, Missed cleavages – 1,
Peptide tolerance – 100 ppm, Mass values (mono�
isotopic) – MH+.

Исследование автофосфорилирования реком�
бинантных белков протеинкиназ in vitro. Реакцию
автофосфорилирования проводили в течение
30 мин при 37° в буфере (25 мМ Tris�HCl (рН 7,4),
5 мМ MgCl2, 5 мМ MnCl2, 1 мМ ДТТ, 1 мМ ЭДТА,
1 мМ ФМСФ). Реакцию начинали добавлением
ATP до конечной концентрации 10 мкМ (10 мкКи
[γ�32P]�ATP, ИБХ им. М.М. Шемякина и Ю.А. Ов�
чинникова РАН) в присутствии 1 мкг белка про�
теинкиназы. Реакцию останавливали добавле�
нием Ds�Na�ПААГ�буфера для образцов, реак�
ционную смесь прогревали в течение 5 мин при
95°. Образцы анализировали электрофоретичес�
ки в 12,5%�ном Ds�Na�ПААГ. Для авторадиогра�
фии гели фиксировали в 50%�ной ТХУ, окраши�
вали 0,1%�ным Кумасси R250 и экспонировали
с рентгеновской пленкой.

Исследование автофосфорилирования про�
теинкиназ in vitro также проводили с использо�
ванием набора Kinase�Glor Plus Luminiscent
Kinase Assey V3772 («Promega», США). Величину
автофосфорилирования определяли, измеряя
количество ATP, оставшегося в ходе реакции.
Реагент kinase�Glo, использующий ATP в каче�
стве субстрата для Ultra�Glo�люциферазы, ката�
лизирует окисление люциферина, образуя при
этом фотон света. Активность автофосфорили�
рования обратно пропорциональна интенсив�
ности люминесцентного сигнала. Реакцию про�
водили в течение 30 мин при комнатной темпе�
ратуре в буфере (15 мM HEPES�NaOH (pH 7,4),
20 мM NaCl, 10 мM MgCl2, 0,5 мM ЭДТА,
0,02%�ный Tween 20, 0,01%�ный БСА). Реакцию
начинали добавлением ATP до конечной кон�
центрации 10 мкМ в присутствии 5, 10 и 20 мкг
белка протеинкиназы. Реакцию останавливали
добавлением равного объема реагента kinase�
Glo. Люминесцентный сигнал измеряли, ис�

пользуя DTX 880 Multimode Detector («Beckman
Coulter», США). Параметры измерения: время –
100 мс, чувствительность измерения – expected
high activity.

Биоинформатические методы анализа. Поиск
нуклеотидных и аминокислотных последова�
тельностей проводился по базам данных, дос�
тупным на сайтах NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) и UniProt (http://www.uniprot.org/).

Для расчета молекулярной массы и изоэлект�
рической точки белков использовали программу
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Основные характеристики генов и белков се�
рин�треониновых протеинкиназ штамма B. longum
B379M. Геном B. longum subsp. longum содержит
шесть генов СТПК: четыре консервативных ге�
на (pkb1, pkb3, pkb5, pkb6), один видоспецифич�
ный ген (pkb2) и один уникальный ген (pkb4)
(табл. 1) [4, 28]. Гены pkb5 и pkb6 составляют опе�
рон и частично перекрываются. Основываясь на
высоком сходстве аминокислотных последова�
тельностей каталитических доменов СТПК
Pkb5 и Pkb6 бифидобактерий и протеинкиназ
PknB и PknA Mycobacterium tuberculosis и учиты�
вая высокое сходство в генетическом окруже�
нии pknB–pknA и pkb5–pkb6, можно предполо�
жить, что и функции у этих белков�ортологов
сходные и связаны с процессами роста и деле�
ния клеток [4]. Ген pkb1 соседствует с геном
plsC1, отвечающим за синтез мембранных фос�
фолипидов, и генами, кодирующими σ�фактор
РНК�полимеразы и ДНК�гиразы. Рядом с pkb3
расположен ген, вовлеченный в сигнальную
трансдукцию.

Генетическое окружение pkb2 (ген, кодирую�
щий домен фибронектина и рецептор цитоки�
нов; ген, имеющий сигнальный FHA�домен), а
также необычно высокая дивергентность ами�
нокислотной последовательности каталитичес�
кого домена Pkb2 у разных видов бифидобакте�
рий позволяют предположить возможное учас�
тие данного гена в адаптации различных видов
бифидобактерий к условиям обитания. Уникаль�
ный ген pkb4, характерный для видов B. longum и
B. bifidum, соседствует с геном, кодирующим
ДНК�связывающий белок семейства регулято�
ров транскрипции и вовлеченным в адаптивную
клеточную реакцию [4, 28].

Ранее нами осуществлено клонирование ка�
талитических доменов всех шести обнаружен�
ных протеинкиназ Pkb1–Pkb6 штамма B. longum
B379M в клетках E. coli в экспрессионном векто�
ре pET32a [4].
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Оптимизация условий культивирования штам�
мов E. coli, содержащих рекомбинантные СТПК.
Рекомбинантные штаммы E. coli, содержащие
плазмиды pET32a:pkb1, pET32a:pkb2, pET32a:pkb3,
pET32a:pkb4, pET32a:pkb5 и pET32a:pkb6, выра�
щивали в жидких средах LB и ТВ с индукцией
ИПТГ в концентрации 0,25, 0,5, 1,0 и 1,5 мМ в
течение 5 или 18 ч, затем клетки осаждали цент�
рифугированием (5000 об/мин, 10 мин, 4°), ре�
суспендировали в Sample�буфере и анализиро�
вали с помощью Ds�Na�ПААГ�электрофореза.

Максимальный уровень экспрессии белков
всех протеинкиназ наблюдался при выращива�
нии с индукцией 1 мМ ИПТГ в течение 18 ч на
среде ТВ. Уровень экспрессии целевых белков
составлял 40–50% от общего клеточного белка.
Анализ электрофореграмм показал экспрессию
белков с молекулярными массами 44, 45, 48, 44,
47 и 45 кДа. Эти величины соответствуют рас�
четным молекулярным массам рекомбинант�
ных белков каталитических доменов протеин�
киназ в сумме с молекулярной массой белка все�
го линкера плазмиды pET32a, содержащей ген
тиоредоксина (Trx). Биомассу, полученную из
15 мл культуры, осаждали центрифугированием
(6000 об/мин, 4226 g, 15 мин, 4°), замораживали
при –20° и затем использовали для выделения
белков.

Разработка условий лизиса клеток E. coli для
выделения каталитических доменов протеинкиназ
B. longum B379M. Для проверки возможности
выделения белков в нативных условиях клетки
E. coli, содержавшие рекомбинантные плазми�
ды, размораживали при 4°, ресуспендировали в

3 мл нативного лизирующего буфера (50 мМ
NaH2PO4, 5 мМ Tris�HCl, 300 мМ NaCl, 10 мМ
имидазол, 1 мM ФМСФ, 5 мM ДТТ, pH 8,0) с до�
бавлением лизоцима (1 мг/мл) и 20 мМ 2�мер�
каптоэтанола и инкубировали при 4° в течение 1 ч.
Затем подвергали ультразвуковой дезинтегра�
ции в течение 4 мин, не допуская нагревания
раствора, и центрифугировали (7500 об/мин,
6600 g, 30 мин, 4°) для разделения на раствори�
мую фракцию (лизат) и осадок (тельца включе�
ния). Полученные фракции анализировали с
помощью Ds�Na�ПААГ�электрофореза (рис. 1).
По результатам лизиса для дальнейшей работы
был выбран штамм E. coli BL21(DE3)pLysS.

Анализ выделенных фракций белков Pkb3 и
Pkb4 показал, что целевой белок находился как
в растворимой форме, так и во фракции телец
включения, причем примерно в равном соотно�
шении, что дало возможность выделения этих
белков в нативных условиях. Исследование вы�
деленных фракций белков Pkb1, Pkb2, Pkb5 и
Pkb6 показало, что весь целевой белок находился
в осадке (накапливался в клетках в виде нераст�
воримых телец включения), данные белки мож�
но выделять только в денатурирующих условиях
с последующим рефолдингом.

Выделение белков каталитических доменов
протеинкиназ Pkb3 и Pkb4 из растворимой фрак�
ции. С целью повышения растворимости иссле�
дуемых белков Pkb3 и Pkb4 были изменены ус�
ловия культивирования штаммов E. coli, содер�
жащих рекомбинантные плазмиды pET32a:pkb3
и pET32a:pkb4: при проведении индукции
ИПТГ температура была снижена с 28 до 26°, а

СТПК

Pkb1

Pkb2

Pkb3

Pkb4

Pkb5

Pkb6

Характеристика 
С�концевого участка

3 «PASTA»�домена, 
2 «PASTA_pknB2»�до�

мена, 1 ТМ�участок

1 ТМ�участок

5 ТМ�участков

1 ТМ�участок

4 «PASTA_pknB»�домена,
1 ТМ�участок

–

Таблица 1. Характеристика белков серин�треониновых протеинкиназ B. longum subsp. longum

pI

5,14 (5,74)

6,32 (6,47)

4,87 (4,88)

5,34 (5,98)

5,54 (5,59)

6,97 (5,68)

молекулярная масса, кДа

80,070 (26,334)

51,540 (26,766)

76,989 (30,363)

60,439 (25,916)

72,260 (29,344)

34,592 (26,705)

длина белка, а.о.

757 (242)

473 (244)

739 (287)

566 (236)

690 (268)

316 (245)

длина гена, п.н.

2274 (726)

1422 (732)

2220 (861)

1701 (708)

2073 (804)

951 (735)

Характеристика полноразмерного белка (каталитического домена) СТПК

Примечание. Представленные в таблице результаты совпадают для всех штаммов с секвенированными геномами, отно�
сящихся к подвиду B. longum subsp. longum (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Bifidobacterium%20longum).
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время выращивания при индукции сокращено
до 5 ч. В данных условиях выращивания культу�
ры при выделении белков уже >70% белка пере�
ходило в растворимую фракцию.

В оптимизированных условиях проводили
выращивание штаммов E. coli, содержащих ре�
комбинантные плазмиды, в 250 мл среды. Для
выделения белков использовали набор Ni�NTA
Fast Start Kit (6). Все последующие операции по
выделению белков проводили при 4°. Осадок ре�
суспендировали в 15 мл нативного лизирующего
буфера с добавлением лизоцима и 2�меркапто�
этанола, инкубировали при 4° в течение 1 ч. Затем
подвергали ультразвуковой дезинтеграции в тече�
ние 4 мин, не допуская нагревания раствора, и
центрифугировали (7500 об/мин, 6600 g, 30 мин, 4°)
для осаждения клеточных обломков. Лизаты на�
носили на колонки, предварительно уравнове�
шенные лизирующим буфером, колонку трижды
промывали промывочным буфером (50 мМ
NaH2PO4, 5 мМ Tris�HCl, 300 мМ NaCl, 50 мМ
имидазол, 1 мM ФМСФ, 5 мM ДТТ, pH 8,0).
Связавшиеся белки дважды элюировали с коло�
нок буфером, содержавшим 300 мМ имидазол.

На рис. 2 представлена электрофореграмма
этапов выделения и очистки белка каталитичес�
кого домена Pkb3. Выход белков Pkb3 и Pkb4 из
250 мл культуральной жидкости составлял 11,6 ±
± 1,5 и 28 ± 3 мг соответственно, чистота выде�
ленных белков – не менее 98%. Масс�спектро�
метрический анализ подтвердил, что выделен�
ные белки являются белками каталитических
доменов протеинкиназ Pkb3 и Pkb4 B. longum.

Выделение каталитических доменов протеин�
киназ Pkb1, Pkb2, Pkb5 и Pkb6 из нерастворимой
фракции. Выделение данных белков проводили

в денатурирующих условиях. Для отработки ус�
ловий лизиса штаммы E. coli, содержащие реком�
бинантные плазмиды pET32a:pkb1, pET32a:pkb2,
pET32a:pkb5 и pET32a:pkb6, выращивали с ин�
дукцией 1 мМ ИПТГ в 15 мл среды ТВ, содер�
жавшей хлорамфеникол и ампициллин. Клетки,
собранные центрифугированием (5000 об/мин,
2935 g, 10 мин, 4°), ресуспендировали в 3 мл де�
натурирующего лизирующего буфера (8 М моче�
вина, 100 мМ Na2HPO4, 10 мM Tris�HCl, pH 8,0) и
инкубировали при комнатной температуре в те�
чение 1 ч. Однако после разделения полученно�
го лизата на растворимую и нерастворимую
фракции все белки находились в осадке, что
сильно затрудняло их последующую очистку и
ренатурацию. Наиболее простым из известных
способов повышения лизиса является увеличе�
ние времени лизиса до трех и более часов и про�
ведение последующей обработки ультразвуком.
В этих условиях белки переходили в раствори�
мую фракцию, но не связывались с Ni�агарозой
колонки. В связи с этим концентрация мочеви�
ны во всех буферных растворах была снижена до
6 М. Клетки, собранные центрифугированием
250 мл культуральной жидкости, ресуспендиро�
вали в 15 мл денатурирующего лизирующего бу�
фера (6 М мочевина, 100 мМ Na2HPO4, 10 мM
Tris�HCl, pH 8,0) и инкубировали при комнат�
ной температуре в течение 2,5 ч, обрабатывали
ультразвуком в течение 4 мин и центрифугиро�
вали (7500 об/мин, 6600 g, 30 мин, 4°), затем ли�
зат наносили на колонку, предварительно урав�
новешенную лизирующим буфером, содержав�
шим 6 М мочевину. Колонку трижды промывали
денатурирующим промывочным буфером (6 М
мочевина, 100 мМ Na2HPO4, 10 мМ Tris�HCl,

Рис. 1. Электрофореграмма фракций белков штамма E. coli BL21(DE3)pLysS, содержащего плазмиды
pET32a:pkb1–pET32a:pkb6: 1–3 – Pkb1, 4–6 – Pkb2, 7–9 – Pkb3, 10–12 – Pkb4, 13–15 – Pkb5, 16–18 – Pkb6; 1, 4, 7, 10, 13,
16 – контроли экспрессии; 2, 5, 8, 11, 14, 17 – лизаты; 3, 6, 9, 12, 15, 18 – осадки (тельца включения); М – маркер моле�
кулярного веса белков SM0441 («Fermentas», Литва)
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50 мМ имидазол, pH 5,3). Связавшиеся белки
дважды элюировали с колонок денатурирую�
щим буфером с 6 М мочевиной, содержавшим
300 мМ имидазол.

В таких условиях был выделен белок катали�
тического домена протеинкиназы Pkb5 в чистом
виде. Выделенный белок восстанавливали 2�мер�
каптоэтанолом и ренатурировали диализом
против буфера (1,5 М мочевина, 50 мМ Tris HCl,
200 мМ NaCl, 10%�ный глицерин, pH 8,0). Вы�
ход белка Pkb5 из 250 мл культуральной жидкос�
ти составлял 10 ± 1 мг, чистота выделенного бел�
ка – не менее 98% (рис. 3). Масс�спектрометри�
ческий анализ подтвердил, что выделенный бе�
лок является каталитическим доменом протеин�
киназы Pkb5 B. longum.

Каталитические домены протеинкиназ Pkb1,
Pkb2 и Pkb6 не удалось выделить в денатурирую�
щих условиях методом, разработанным для
Pkb5. Для белков Pkb1, Pkb2 и Pkb6 был разрабо�
тан метод выделения белков из телец включе�
ния. Клетки ресуспендировали в 15 мл лизирую�
щего буфера с добавлением лизоцима, 2�мер�
каптоэтанола и 0,3%�ного Тритона Х�100 (для
повышения растворимости) в течение 1 ч, обра�
батывали ультразвуком в течение 4 мин и цент�
рифугировали (7500 об/мин, 6600 g, 30 мин, 4°).
Полученные тельца включения дважды промы�
вали 10 мл лизирующего буфера с добавлением
0,5%�ного Тритона Х�100, обрабатывали ульт�

развуком в течение 2 мин и центрифугировали
(7500 об/мин, 6600 g, 30 мин, 4°). Затем тельца
включения ресуспендировали в 15 мл денатури�
рующего лизирующего буфера с 6 М мочеви�
ной, инкубировали при комнатной температуре
в течение 30 мин и центрифугировали при тех
же условиях, лизат наносили на колонку, пред�
варительно уравновешенную денатурирующим
лизирующим буфером. Колонку трижды про�
мывали денатурирующим промывочным бу�
фером (6 М мочевина, 100 мМ Na2HPO4, 10 мМ
Tris�HCl, 50 мМ имидазол, pH 5,3). Связавшие�
ся белки дважды элюировали с колонок денату�
рирующим буфером с 6 М мочевиной, содер�
жавшим 300 мМ имидазол. Выделенные белки
восстанавливали 2�меркаптоэтанолом и рена�
турировали диализом в описанных выше усло�
виях.

На рис. 4 представлена электрофореграмма
этапов выделения и очистки белка каталитичес�
кого домена Pkb2. Выход белков Pkb1, Pkb2 и
Pkb6 из 250 мл культуральной жидкости состав�
лял 8,0 ± 1,0, 8,5 ± 1,3 и 8,5 ± 1,8 мг соответ�
ственно, чистота выделенных белков – не менее
98%. Масс�спектрометрический анализ подтвер�
дил, что выделенные белки являются каталити�
ческими доменами протеинкиназ Pkb1, Pkb2 и
Pkb6 B. longum.

Исследование автофосфорилирования выде�
ленных белков Pkb1, Pkb3, Pkb4, Pkb6. Первым

Рис. 2. Электрофореграмма этапов выделения и очистки белка каталитического домена Pkb3: 1 – лизат, 2 – осадок, 3 –
«проскок», 4 – промывка 1, 5 – промывка 2, 6 – элюция 1, 7 – элюция 2, М – маркер молекулярного веса белков SM0441
(«Fermentas», Литва)
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этапом функционирования многих бактериаль�
ных СТПК в клетке является автофосфорилиро�
вание собственной молекулы [35–37]. Ранее мы
показали способность к автофосфорилирова�
нию для двух СТПК (Pkb2 и Pkb5) из шести ис�
следуемых в настоящей работе [4]. В данной
работе мы исследовали способность к автофос�

форилированию у четырех оставшихся СТПК с
использованием двух подходов: инкубацией с
[γ�32P]�ATP и люминесцентной реакции. Белки
инкубировали с [γ�32P]�ATP в буферном раство�
ре, затем проводили электрофорез меченых бел�
ков в SDS�ПААГ (рис. 5, а). Для регистрации
меченых белков полученный SDS�ПААГ экспо�

Рис. 3. Электрофореграмма этапов выделения и очистки белка каталитического домена Pkb5 в денатурирующих условиях:
1 – лизат, 2 – осадок, 3 – «проскок», 4 – промывка 1, 5 – промывка 2, 6 – элюция 1, 7 – элюция 2, 8 – элюция 3, 9 – про�
ба после диализа, М – маркер молекулярного веса белков SM0441 («Fermentas», Литва)

Рис. 4. Электрофореграмма этапов выделения и очистки белка каталитического домена Pkb2 из телец включения: 1 – оса�
док, 2 – лизат, 3 – «проскок», 4 – промывка 1, 5 – промывка 2, 6 – элюция 1, 7 – элюция 2, М – маркер молекулярного
веса белков SM0441 («Fermentas», Литва)
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нировали с рентгеновской пленкой KODAK
MXG Film (100sh) (рис. 5, б).

Полученные результаты демонстрируют спо�
собность белка каталитического домена проте�
инкиназы Pkb3 к автофосфорилированию. Ав�
тофосфорилирование у белков каталитических
доменов протеинкиназ Pkb1, Pkb4 и Pkb6 в дан�
ных условиях не обнаружено.

Исследование автофосфорилирования бел�
ков Pkb1, Pkb3, Pkb4 и Pkb6 проводили также с
помощью люминесцентной реакции по количе�
ству АТР, оставшегося в ходе реакции. Степень
автофосфорилирования каталитического доме�
на протеинкиназы Pkb3 при количестве 5 мкг
на точку составляла 25%, 10 мкг на точку – 43%,
20 мкг на точку – 70%, показывая линейную за�
висимость (табл. 2). В ходе реакции автофосфо�

рилирования белков каталитических доменов
протеинкиназ Pkb1, Pkb4 и Pkb6 количество ос�
тавшегося ATP не отличалось от количества ос�
тавшегося ATP в контрольной пробе.

Способность к автофосфорилированию бы�
ла обнаружена только у белка каталитического
домена протеинкиназы Pkb3. Обобщая данные,
полученные авторами в ранее опубликованной
[4] и представленной работах, из шести СТПК в
совокупности нам удалось показать способ�
ность к автофосфорилированию только для трех
протеинкиназ: Pkb2, Pkb3 и Pkb5.

Наиболее хорошо исследованы свойства
СТПК микобактерий. Штаммы M. tuberculosis со�
держат 11 серин�треониновых протеинкиназ эука�
риотического типа. Все протеинкиназы M. tuber$
culosis были клонированы в E. coli (каталитичес�
кий домен и/или полноразмерный белок), для
каждой протеинкиназы на основе индивидуаль�
ного подхода был выбран вектор для клонирова�
ния, оптимизированы условия экспрессии и
отобран экспрессионный штамм, разработаны
методы выделения белков в нативных или дена�
турирующих условиях с оптимизацией условий
ренатурации. Для белков всех протеинкиназ
M. tuberculosis было показано автофосфорилиро�
вание [35–41].

В настоящей работе оптимизированы усло�
вия выращивания штаммов E. coli для выделения
белков протеинкиназ, разработаны методы вы�
деления белков каталитических доменов шести
протеинкиназ B. longum в препаративном коли�
честве: нативных белков Pkb3 и Pkb4, белка Pkb5

Рис. 5. Автофосфорилирование каталитических доменов протеинкиназ с использованием [γ�32P]�ATP. а – Электрофоре�
грамма автофосфорилированных белков протеинкиназ: 1 – Pkb1, 2 – Pkb3, 3 – Pkb4, 4 – Pkb6, М – маркер молекулярного
веса белков SM0441 («Fermentas», Литва); б – радиоавтограф автофосфорилированных протеинкиназ

1                      2                3                 4                 М 1                     2                3                 4                 М

а                                                                    б

Количество СТПК
в реакционной

смеси, мкг

5

10

20

Количество ATP,
оставшегося после

киназной реакции, %

75 ± 3

57 ± 2

30 ± 7

Автофосфори�
лирование
СТПК, %

25 ± 3

43 ± 2

70 ± 7

Таблица 2. Исследование автофосфорилирования протеин�
киназы Pkb3

Примечание. Приведены усредненные результаты четырех
независимых измерений ± s.d.
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в денатурирующих условиях, белков Pkb1, Pkb2 и
Pkb6 из телец включения. Оптимизированы ус�
ловия проведения диализа для ренатурации бел�
ков, выделенных из нерастворимой фракции.

Представленные исследования по оптимиза�
ции методов выделения белков каталитических

доменов шести протеинкиназ B. longum в препа�
ративных количествах открывают новые возмож�
ности для изучения структуры и функции белков
серин�треониновых протеинкиназ актинобакте�
рий: получению трехмерной структуры белков и
поиску субстратов для протеинкиназ B. longum.
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Earlier in the laboratory of genetics of microorganisms, six serine/threonine protein kinases (STPK) of
Bifidobacterium were identified and named Pkb1–Pkb6. In the present study, the methods of isolation of six STPK
catalytic domains of the proteins of B. longum B379M were optimized. The method of isolation Pkb3 and Pkb4 in
native conditions, the method of isolation Pkb5 in denaturing conditions, and the method of isolation Pkb1, Pb2, and
Pkb6 from inclusion bodies were developed. The dialysis conditions for renaturation of the proteins were optimized.
All of the enzymes were isolated in quantities sufficient for study of protein activity. The proteins were homogeneous
according to SDS�PAGE. The autophosphorylation ability of Pkb1, Pkb3, Pkb4, and Pkb6 was investigated in the first
time. Autophosphorylation was detected only for the Pkb3 catalytic domain protein.
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