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Биолюминесценция – явление, широко представленное в природе. Светящиеся организмы встречаются
среди бактерий, грибов, простейших, кишечнополостных, червей, моллюсков, насекомых и рыб. Исследо"
вания биолюминесцентных систем различных организмов выявили интересную особенность – несмотря на
одинаковый конечный результат биохимического процесса – излучение кванта света в видимом диапазоне
спектра, механизмы, лежащие в его основе, значительно различаются у представителей различных таксо"
нов. Среди нескольких субстратов биолюминесцентных реакций, идентифицированных в морских светя"
щихся организмах, наиболее часто используются люциферины имидазопиразинонового типа – целентера"
зин и Cypridina люциферин. Несмотря на один и тот же субстрат, биолюминесцентные белки, катализирую"
щие светоизлучающие реакции в таксономически далеких друг от друга светящихся организмах, не обнару"
живают никакого сходства между собой как по аминокислотным последовательностям, так и по простран"
ственным структурам. В обзоре рассмотрены люциферазы различных светящихся организмов, использую"
щих в качестве субстрата целентеразин или Cypridina люциферин, а также модификации этих белков, улуч"
шающие их физико"химические и биолюминесцентные свойства и, следовательно, их возможности для
применения в биолюминесцентном биоимиджинге in vivo.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: биолюминесценция, люцифераза, люциферин, целентеразин.

Биолюминесценция – явление, широко предс"
тавленное в природе. Светящиеся организмы
встречаются среди бактерий, грибов, простей"
ших, кишечнополостных, червей, моллюсков,
насекомых и рыб. В настоящее время насчиты"
вается несколько тысяч биолюминесцентных
видов среди представителей более чем 700 ро"
дов. Хотя среди обитателей суши и встречаются
светящиеся виды (бактерии, насекомые, черви и
грибы), наиболее широко способность к биолю"
минесценции распространена среди морских
организмов (рис. 1). Например, на больших глу"
бинах, куда никогда не проникает свет, более
90% организмов – светящиеся [1, 2]. Предпола"
гается, что биолюминесценция связана со зри"
тельной функцией организмов и часто исполь"
зуется для межвидовой и внутривидовой комму"
никации, маскировки от хищников, отпугива"
ния хищников вспышками света и привлечения
пищи свечением. Однако во многих случаях
функциональная роль биолюминесценции для
жизнедеятельности конкретных организмов до
сих пор неясна.

Биохимические исследования биолюминес"
центных систем различных организмов выявили
интересную особенность биолюминесценции –
оказалось, что, несмотря на одинаковый конеч"
ный результат биохимического процесса – излу"
чение кванта света в видимом диапазоне спект"
ра, механизмы, лежащие в его основе, значи"
тельно различаются у представителей различ"
ных таксонов. Различными оказались не только
субстраты и кофакторы, вовлеченные в реакции
биолюминесценции, но и ферменты, катализи"
рующие эти реакции [3]. Поэтому «люцифераза»
и «люциферин» – используемые в литературе
термины для обозначения ферментов и субстра"
тов биолюминесцентных реакций, – скорее по"
нятие собирательное и функциональное, чем
структурно"химическое.

Среди нескольких субстратов светоизлучаю"
щих реакций, идентифицированных в морских
светящихся организмах, наиболее часто исполь"
зуются люциферины имидазопиразинонового
типа (рис. 2, а). Целентеразин идентифициро"
ван как субстрат реакции в таких таксономичес"
ки далеких друг от друга светящихся организ"
мах, как мягкий коралл Renilla [4], декаподный
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Рис. 1. Филогенетическое древо. Таксоны, включающие светящиеся виды, отмечены звездочкой черного цвета. Иденти"
фицированные филогенетические группы, представители которых используют люциферины имидазопиразинонового ти"
па как субстрат биолюминесцентной реакции, отмечены звездочкой белого цвета: радиолярии (1), ктенофоры (2), кишеч"
нополостные (коралловые полипы (3), гидроиды (4), сцифоидные медузы (5)), кальмары (6), ракообразные (7), некото"
рые костные рыбы (8) и акулы (9), щетинкочелюстные (10), офиуры (11), оболочники (12), моллюски (13)
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Рис. 2. а – Люциферины имидазопиразинонового типа. Целентеразин (1), Cypridina (Vargula) люциферин (2), 3"енолсуль"
фат целентеразина (3), 3"енолсульфат Cypridina люциферина (4), дегидроцелентеразин (5) и целентеразин дисульфат (6);
б – предполагаемая схема биосинтеза целентеразина и Cypridina люциферина в копеподах и остракодах из L"аминокислот

б

а
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рак Oplophorus [5, 6], сцифоидная медуза Periphylla
[7, 8], копеподы [9, 10], остракода Conchoecia [11],
цефалопода Vampyroteuthis [12], рыба Benthosema
pterotum [13] и других (рис. 1). Са2+"регулируе"
мые фотопротеины гидромедуз и ктенофор со"
держат 2"гидроперокси"производное целенте"
разина [3]. Кальмары Watasenia и Symplecto%
teuthis, а также моллюск Pholas dactylus использу"
ют производные целентеразина – субстратом
биолюминесцентной реакции кальмара Watasenia
является целентеразиндисульфат [14], а кальма"
ра Symplectoteuthis [15] и моллюска Pholas dactylus
[16] – дегидроцелентеразин. Cypridina люцифе"
рин служит субстратом люцифераз остракод
[17], а также рыб Porichthys notatus, Apogon и
Parapriacanthus [18]. Вполне вероятно, что мно"
гие светящиеся организмы, использующие лю"
циферины имидазопиразинонового типа для
биолюминесценции, получают эти соединения
по пищевым цепям, как это показано для светя"
щейся рыбы Porichthys notatus (Cypridina люци"
ферин) [19, 20] и медузы Aequorea (целентера"
зин) [21].

В настоящее время синтез de novo целентера"
зина и Cypridina люциферина показан только
для представителей светящихся ракообразных –
копепод и остракод семейства Cypridinidae. С
помощью меченых изотопами L"аминокислот
для кормления раков Metridia pacifica и Cypridina
hilgendorfii было установлено, что копеподы син"
тезируют целентеразин из двух молекул тирози"
на и одной молекулы фенилаланина [22], у
Cypridina люциферин в остракодах синтезирует"
ся из триптофана, изолейцина и аргинина [23]
(рис. 2, б). По"видимому, имидазопиразиноно"
вое кольцо образуется либо в результате цикли"
зации трипептида (H2N"Phe"Tyr"Tyr"COOH и
H2N"Arg"Trp"Ile"COOH в случае целентеразина
и Cypridina люциферина соответственно), про"
исходящей аналогично формированию хромо"
фора GFP [3] и включающей дополнительную
стадию декарбоксилирования, либо поэтапно в
процессе нерибосомального синтеза [24], что,
на наш взгляд, наиболее вероятно. Необходимо
отметить, что целентеразин в достаточно боль"
ших количествах обнаружен и в ряде несветя"
щихся морских животных [3, 25].

Особое место среди люциферинов имидазо"
пиразинонового типа занимают 3"енолсульфат"
производные (рис. 2, а). В настоящее время эти
соединения обнаружены в светящемся морском
коралле Renilla reniformis [26] и остракодах
Cypridina hilgendorfii [27]. Фактически 3"енол"
сульфат"производные целентеразина и Cypridina
люциферина являются прелюциферинами.
Превращение этих соединений в активный
субстрат происходит под действием сульфо"

трансферазы, катализирующей перенос суль"
фатной группы от 3"енолсульфат целентеразина
(или 3"енолсульфат Cypridina люциферина) на
акцептор – фосфоаденазинфосфат (PAP) [26,
27]. В результате образуются целентеразин (или
Cypridina люциферин) и фосфоаденазин"S"фос"
фосульфат (PAPS). Эта реакция обратима, т.е.
сульфотрансфераза может катализировать и об"
разование 3"енолсульфат"производных имидазо"
пиразинонов [27]. В этом случае донором суль"
фатной группы служит PAPS. Поскольку 3"енол"
сульфат"производные имидазопиразинонов
значительно более стабильны в водных раство"
рах, предполагается, что эти соединения обес"
печивают резервный пул субстрата в светящихся
морских организмах, использующих либо це"
лентеразин, либо Cypridina люциферин в биолю"
минесцентной реакции.

ОСНОВНЫЕ ТИПЫ ЦЕЛЕНТЕРАЗИН�
ЗАВИСИМЫХ БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНЫХ

СИСТЕМ

Биолюминесцентные системы, использующие
имидазопиразиноновые соединения в качестве
субстрата реакции, можно разделить на два типа –
люциферазный и фотопротеиновый (рис. 3).
Биолюминесцентные реакции, катализируемые
люциферазами, – это типичные ферментатив"
ные реакции, в которых субстрат окисляется
кислородом с образованием продукта (оксилю"
циферина) в возбужденном состоянии, переход
которого в основное состояние сопровождается
излучением света. Люцифераза как обычный
фермент делает несколько оборотов, полностью
перерабатывая субстрат. К этому типу относятся
биолюминесцентные системы морских копе"
под, креветки Oplophorus, остракод, сцифоидных
медуз, а также коралла Renilla [3]. В случае био"
люминесцентной системы фотопротеинового
типа белок формирует с субстратом устойчивый
фермент"субстратный комплекс, способный су"
ществовать длительное время. Так, наиболее
изученные в настоящее время Са2+"регулируе"
мые фотопротеины гидромедуз и ктенофор [3,
28–30] представляют собой комплекс, состоя"
щий из апобелка, с которым прочно, но некова"
лентно связан активированный кислородом це"
лентеразин, 2"гидропероксицелентеразин, об"
разующийся при формировании фотопротеина
из апобелка, целентеразина и молекулярного кис"
лорода.

Биолюминесцентная реакция инициируется
в ответ на связывание ионов кальция с Са2+"свя"
зывающими сайтами на поверхности молекулы
белка. Связывание Са2+ вызывает небольшие кон"
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формационные изменения в субстрат"связыва"
ющей полости белка, которые нарушают систему
водородных связей, стабилизирующую 2"гидро"
пероксицелентеразин, запуская тем самым ре"
акцию окислительного декарбоксилирования,
ведущую к образованию продукта в возбужден"
ном состоянии [31]. В отличие от Са2+"регулиру"
емых фотопротеинов, фотопротеины из кальма"
ра Symplectoteuthis oualaniensis [15] и моллюска
Pholas dactylus [16], симплектин и фолазин,
представляют собой комплекс из белка и кова"
лентно связанного с ним целентеразина, кото"
рый формируется при связывании дегидроце"
лентеразина с апобелком. Биолюминесцентная
реакция фотопротеина кальмара инициируется
О2 и К+ [15], фотопротеина моллюска – актив"
ными формами кислорода [16]. Поскольку в фо"
топротеинах субстрат, окисление которого не"
обходимо для излучения света, уже связан, они,
в отличие от люцифераз, могут реагировать
только один раз, т.е. не могут совершать нес"
колько оборотов, как обычный фермент. Следу"
ет отметить, что, так как в реакции участвует од"
на молекула, количество излученного света
всегда пропорционально количеству белка. Это
свойство весьма удобно при использовании фо"

топротеинов в качестве метки в различных ти"
пах биолюминесцентного микроанализа [29].

РАЗНООБРАЗИЕ ЦЕЛЕНТЕРАЗИН�
ЗАВИСИМЫХ ЛЮЦИФЕРАЗ

Несмотря на большое разнообразие светя"
щихся морских организмов, использующих це"
лентеразин в качестве субстрата биолюминес"
центной реакции, в настоящее время клониро"
ваны гены, кодирующие только четыре типа це"
лентеразин"зависимых люцифераз (табл. 1).
Еще несколько типов люцифераз из различных
таксонов охарактеризованы лишь частично
(табл. 2). Все клонированные целентеразин"за"
висимые люциферазы (табл. 1) относятся к
группе кофактор"независимых монооксигеназ,
так как катализируют простую реакцию (рис. 3),
в которой участвуют только люцифераза, субстрат
(целентеразин или Cypridina люциферин) и мо"
лекулярный кислород. Из них только люцифе"
раза мягкого коралла рода Renilla является внут"
риклеточным белком; остальные люциферазы,
клонированные из филогенетически далеких
групп морских рачков, – секретируемые. Люци"
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Рис. 3. Общая схема биолюминесцентных реакций люциферазного и фотопротеинового типов. Фотопротеиновый тип
показан на примере реакции Са2+"регулируемого фотопротеина, который представляет собой устойчивый комплекс бел"
ка с активированным кислородом целентеразином, 2"гидропероксицелентеразином. Биолюминесцентная реакция ини"
циируется связыванием ионов кальция с Са2+"связывающими сайтами белка
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фераза и люциферин, накапливаемые по отдель"
ности в биолюминесцентной секреторной желе"
зе рачка, через специальные поры [32] секрети"
руются в морскую воду, где и происходит реак"
ция окисления субстрата люциферазой раство"
ренным в воде кислородом с излучением света.

Природные люциферазы Renilla и ракушко"
вых раков (Ostracoda) семейства Cypridinidae
выделены из соответствующих светящихся ор"
ганизмов как мономерные белки. В отличие от

них, природная секретируемая люцифераза де"
каподной креветки Oplophorus gracilirostris изо"
лирована как тетрамер, состоящий из двух ти"
пов белков [33], из которых только один облада"
ет каталитической активностью (табл. 1). При"
родная форма секретируемых люцифераз планк"
тонных морских копепод неизвестна, так как
они не выделялись. Первые люциферазы из ко"
пепод Metridia longa [10] и Gaussia princeps [34]
были клонированы методом функционального
скрининга кДНК библиотек генов, а кДНК ге"
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Люцифераза, организм"источник,
тип

Люцифераза Renilla, мягкий 
коралл (внутриклеточная) 

Люциферазы копепод, 
веслоногие раки суперсемейства 
Augaptiloidea (секретируемые)

Люцифераза Oplophorus, раки
семейства Oplophoridae

(секретируемая)

Ципридинидные люциферазы,
ракушковые раки семейства 
Cypridinidae (секретируемые)

Ссылки

[35]
[34, 36]

[10, 37–39,
42, 43]

[34]

[42, 43]

[42, 43]

[42, 43]

[42]

[33]

[40]

[41]

Таблица 1. Клонированные люциферазы, использующие целентеразин или Cypridina люциферин как субстрат биолюми"
несцентной реакции

λmax, нм

480

485

473

490–493

493

–

–

454

465

Mr, кДа

36

18–24

20

20–23

24

20–21

23

22*

62

Вид животного (количество клонированных
изоформ люциферазы)

Renilla reniformis (1)
R. muelleri (2)

Metridia longa (3), M. curticauda (2), M. asymmetri%
ca (2), M. pacifica (4), M. okhotensis (2)

Gaussia princeps (1)

Pleuromamma scutullata (2), P. хiphias (3),
P. abdominalis (2)

Lucicutia ovaliformis (3)

Heterorhabdus tanneri (4)

Heterostylites major (2)

Oplophorus gracilirostris (1) (декаподная креветка)

Vargula hilgendorfii (1)

Cypridina noctiluca (1)

* Для люциферазы Oplophorus приведены характеристики только каталитической субъединицы.

Субстрат целентеразин

Субстрат Cypridina люциферин

Люцифераза

Люцифераза Periphylla (внутриклеточ"
ная), растворимая и нерастворимая (L)

Люцифераза Benthosema (внутрикле"
точная)

Ссылки

[8]

[13]

Таблица 2. Частично охарактеризованные люциферазы, использующие целентеразин как субстрат биолюминесцентной
реакции

λmax, нм

465

475

Mr, кДа

~20
~32 (L)

~27

Вид морского животного

Periphylla periphylla (сцифоидная медуза
отряда Coronatae)

Benthosema pterotum (анчоус, рыба семейства
Myctophidae)
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ны, кодирующие остальные гомологичные лю"
циферазы (табл. 1), были изолированы с по"
мощью дегенеративных праймеров, сконструи"
рованных по уже известным последовательнос"
тям [42, 43].

Анализ последовательностей клонированных
целентеразин"зависимых люцифераз однознач"
но показывает, что люциферазы всех четырех
типов, принадлежащих к филогенетически да"
леким группам организмов, не имеют никакой
гомологии между собой и являются принципи"
ально разными белками с различными молеку"
лярными массами (табл. 1) и свойствами, хотя и
катализируют окисление одного и того же
субстрата с излучением света.

Еще две целентеразин"зависимые люцифе"
разы из различных таксонов выделены и частич"
но охарактеризованы (табл. 2). Следует ожидать,
что люцифераза рыб Benthosema pterotum [13] в
самое ближайшее время будет клонирована, так
как уже получен чистый препарат белка, кото"
рый можно использовать для определения пос"
ледовательности и последующей идентифика"
ции люциферазного гена. Принимая во внима"
ние разнообразие целентеразин"зависимых лю"

цифераз, скорее всего, это будет совершенно
новая люциферазная последовательность.

Люцифераза коралла рода Renilla (класс
Anthozoa) (RLuc) клонирована одной из первых
[35] и остается пока единственной клонирован"
ной внутриклеточной целентеразин"зависимой
люциферазой. RLuc – односубъединичный бе"
лок с мол. массой ~36 кДа, состоящий из 311
аминокислот. Кроме люциферазы, в биолюми"
несценции Renilla in vivo участвуют, по меньшей
мере, еще два белка – Ca2+"регулируемый це"
лентеразин"связывающий белок (CBP) [44], ста"
билизирующий субстрат, и зеленый флуоресцент"
ный белок (GFP) [45], являющийся вторичным
эмиттером (рис. 4). Биолюминесцентная систе"
ма Renilla достаточно хорошо исследована – все
три белка клонированы [34–36], охарактеризо"
ваны, их пространственные структуры опреде"
лены [46–48].

В отличие от Са2+"регулируемых фотопроте"
инов, содержащих 2"гидроперокси"производное
целентеразина, целентеразин"связывающий бе"
лок содержит во внутренней гидрофобной по"
лости прочно, но нековалентно связанную мо"
лекулу нативного целентеразина [47]. Связыва"
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Рис. 4. Схематическое изображение биолюминесцентной реакции люциферазы Renilla. После связывания трех ионов
кальция конформация CBP меняется так, что целентеразин становится доступным для люциферазы. Реакция в присут"
ствии GFP сопровождается излучением с максимумом при ~509 нм, без GFP – при ~480 нм
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ние ионов кальция с Са2+"связывающими сай"
тами CBP вызывает небольшие конформацион"
ные изменения в белке, которых, тем не менее,
достаточно для того, чтобы молекула целентера"
зина стала доступной для окисления RLuc. В от"
сутствие GFP окисление целентеразина сопро"
вождается излучением в голубой области спект"
ра с λmax = ~480 нм (рис. 4). В присутствии GFP
биолюминесцентная реакция как in vivo, так и in
vitro сопровождается излучением с λmax = ~510 нм,
что обусловлено ферстеровским индуктивно"
резонансным безызлучательным переносом
энергии (BRET) от биолюминесцентного доно"
ра (люциферазы) к флуоресцентному акцептору
(GFP) в результате образования белок"белково"
го комплекса. Образование комплекса между
RLuc и GFP показано в экспериментах in vitro
[45]. Необходимо отметить, что присутствие
GFP не только смещает спектр излучения в
длинноволновую область, но и существенно
увеличивает квантовый выход биолюминесцент"
ной реакции. Эффективность люциферазной
реакции in vitro также повышается в несколько
раз и при использовании CBP в качестве
субстрата вместо свободного целентеразина
[36], что может быть обусловлено формировани"
ем комплекса CBP"RLuc в процессе реакции
[48]. Исходя из этого, можно предположить, что
in vivo биолюминесцентная реакция Renilla идет
с образованием тройного короткоживущего бе"
лок"белкового комплекса CBP"RLuc"GFP, где
происходит доставка целентеразина в активный
центр люциферазы и эффективный безызлуча"
тельный перенос энергии от возбужденного
продукта на хромофор GFP с последующим из"
лучением света в «зеленой» области спектра.

Белки, участвующие в биолюминесцентной
реакции коралла Renilla, локализованы в специ"
ализированных клетках – фотоцитах. Свечение
коралла контролируется нервной системой и
возникает при повышении концентрации ионов
кальция в фотоцитах в ответ на различные сти"
мулы [49]. Таким образом, СВР не только пре"
дохраняет целентеразин от спонтанного окисле"
ния [50], но и выполняет функцию сопряжения
нервной системы с биолюминесцентной, обес"
печивая тем самым быстрый световой ответ жи"
вотного на раздражение.

Аминокислотная последовательность RLuc
не имеет какой"либо гомологии с последова"
тельностями других целентеразин"зависимых
люцифераз, включая фотопротеины, но выяв"
ляет схожесть с первичными последовательнос"
тями клеточных α/β"гидролаз [51]. Наиболь"
шую гомологию RLuc выявляет с аминокислот"
ными последовательностями бактериальных де"
галогеназ LinB из семейства α/β"гидролаз –

например, с дегалогеназой галоалкана LinB из
Sphingomonas paucimobilis степень сходства сос"
тавляет 64% (идентичность 39%) (рис. 5, а), что
явно предполагает эволюцию от общей предко"
вой последовательности. Пространственная
структура RLuc также выявляет архитектуру, ха"
рактерную для α/β"гидролаз (Cα RMSD ~1,5 Å)
(рис. 5, б, в) [46]. При этом различие структур
люциферазы и α/β"гидролаз даже меньше, чем
структур родственных фотопротеинов гидроме"
дуз акворина и обелина (Cα RMSD ~2,27 Å) [52]
и функционально идентичных фотопротеинов
гидромедуз и ктенофор (Cα RMSD ~2,19 Å) [53].

В настоящее время RLuc является одним из
наиболее популярных биолюминесцентных ре"
портеров в клеточных и медико"биологических
исследованиях, так как легко может быть
экспрессирована в нативном состоянии прак"
тически в любых типах клеток. Температурный
оптимум для биолюминесцентной реакции in
vitro, катализируемой RLuc дикого типа, –
18–37°, оптимум рН – 6–7. Однако квантовый
выход биолюминесценции довольно низкий –
~0,07 при 23° [54]. Свойства RLuc, возможно,
оптимальные для функционирования в комп"
лексе с CBP и GFP в фотоцитах животных, не
всегда могут удовлетворять требованиям, предъ"
являемым репортерным белкам, например, при
использовании в клетках и тканях млекопитаю"
щих. Репортеры с улучшенными характеристи"
ками на основе RLuc были сконструированы
стандартным способом – случайного мутагене"
за с последующей селекцией подходящих вари"
антов и сайт"направленного мутагенеза. Для
выбора аминокислот для сайт"направленного
мутагенеза использовалась пространственная
структура RLuc. Получены мутанты RLuc с бо"
лее высокой специфической биолюминесцент"
ной активностью и повышенной устойчи"
востью к инактивации сывороткой крови [51,
55]. Один из оптимизированных вариантов, име"
ющий 8 мутаций (RLuc8), показал увеличение
специфической активности в 4 раза и 200"крат"
ное повышение устойчивости к инактивации сы"
вороткой крови.

Хорошо известно, что ткани млекопитаю"
щих интенсивно поглощают свет оптического
диапазона. Наименьшее поглощение наблюда"
ется в диапазоне 600–900 нм – в так называемом
«окне прозрачности» биологических тканей
[56]. Поэтому в качестве репортеров люцифера"
зы, генерирующие наибольшее количество фо"
тонов в этой области, будут обеспечивать и бо"
лее высокую чувствительность при использова"
нии в тканях интактных животных. Сконструи"
рованные для этих целей мутанты RLuc"535 и
RLuc"547 обладают как повышенной специфи"
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ческой биолюминесцентной активностью, так и
обеспечивают сдвиг спектра излучения в длин"
новолновую область до 66 нм [57]. Другой спо"
соб изменить спектр – использование модифи"
цированной молекулы целентеразина в качестве
субстрата. Так, применение целентеразина ν поз"
волило сместить спектр биолюминесценции в
длинноволновую область для RLuc и ее мутан"

тов почти на 40 нм [50, 57]. Мутант RM"Y, име"
ющий максимум излучения с природным целен"
теразином при 535 нм, с целентеразином ν выя"
вил максимум биолюминесценции при 574 нм.

Люциферазы копепод. Эти небольшие секре"
тируемые белки размером ~18,4–24,3 кДа,
включая отщепляемый секреторный пептид, от"
ветственны за биолюминесценцию некоторых
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Рис. 5. а – Сравнение аминокислотных последовательностей люциферазы R. reniformis (RrLuc – AAA29804) c гомологич"
ным клеточным белком дегалогеназой галоалкана LinB из S. paucimobilis (LinB – 34810153). Черным цветом отмечены
идентичные аминокислотные остатки, серым – со схожими свойствами; б, в – структуры люциферазы R. reniformis (PDB
файл 2PSF) и дегалогеназы галоалкана LinB (PDB файл 1MJ5) из S. paucimobilis соответственно

а

б                                                         в
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видов морских копепод. Первые клонированные
люциферазы GpLuc и MLuc копепод G. princeps
и M. longa, соответственно, были сразу же ус"
пешно применены в качестве биолюминесцент"
ных репортеров in vivo [10, 58] и in vitro [37, 59], и
с тех пор сферы их применения только расши"
ряются.

Хотя биолюминесцентные виды обнаруже"
ны среди многих представителей копепод [32],
гены, кодирующие люциферазы, пока клониро"
ваны только из копепод, входящих в суперсе"
мейство Augaptiloidea. На сегодняшний день оп"
ределены последовательности 28 полноразмер"
ных генов люцифераз из 12 видов светящихся
копепод (табл. 1), кодирующих аминокислот"
ные последовательности с довольно высокой
степенью сходства. Из нескольких видов светя"

щихся копепод было изолировано сразу нес"
колько генов, кодирующих 2–3 изоформы лю"
циферазы, причем различия между некоторыми
изоформами одного вида оказались сопостави"
мы с таковыми между люциферазами таксоно"
мически далеких видов. Например, идентич"
ность последовательностей изоформ MLuc164 и
MLuc7 M. longa составляет всего 68%, что близ"
ко к 57%"ной идентичности последовательнос"
тей MLuc164 и люциферазы GpLuc из G. princeps
(рис. 6) – вида копепод из другого рода того же
семейства Metridinidae. Такие существенные
различия аминокислотных последовательнос"
тей трех изоформ из M. longa предполагают, что
в этих копеподах люцифераза кодируется как
минимум тремя паралогичными (неаллельны"
ми) генами.
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Рис. 6. Сравнение аминокислотных последовательностей изоформ люциферазы M. longa (MLuc164 – AAR17541, MLuc39 –
ABW06650 и MLuc7 – AJC98141) и люциферазы G. princeps (GpLuc – AAG54095). Черным цветом выделены идентичные
аминокислотные остатки, серым – со схожими свойствами. Пептид, обеспечивающий секрецию люциферы, и консерва"
тивные мотивы внутри повторов выделены рамкой, консервативные Cys остатки отмечены под аминокислотными после"
довательностями. Точки делеции N"концевой вариабельной части в «укороченных» мутантах MLuc164 [60] обозначены
как M3, М4 и М5
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Люциферазы копепод можно условно разде"
лить на три части: отщепляемый сигнальный
пептид для секреции, вариабельный N"конец и
С"концевую консервативную часть (рис. 6). Ва"
риабельная часть, составляющая иногда до тре"
ти аминокислотной последовательности, суще"
ственно не влияет на биолюминесцентную
функцию люциферазы – мутанты с «укорочен"
ной» вариабельной частью (рис. 6) обладают да"
же более высокой активностью, чем полнораз"
мерная MLuc164 [60]. Следует, однако, отме"
тить, что делеция N"концевой части влияет на
кинетику спада биолюминесцентного сигнала,
делая ее более быстрой, чем у исходной
MLuc164. Консервативная С"концевая часть
люциферазы формируется двумя неидентичны"
ми тандемными повторами длиной около 70 ами"
нокислотных остатков, каждый из которых со"
держит высоко консервативный мотив из 32 ами"
нокислот [10, 61]. Каждый мотив включает 5 кон"
сервативных остатков Cys (рис. 6), что предпо"
лагает наличие до пяти S–S"связей на каждую
молекулу люциферазы. Имеющиеся в настоя"
щее время данные о наличии биолюминесцент"
ной активности у отдельных тандемных повто"
ров весьма противоречивы. В одной из работ
при экспрессии тандемных повторов GpLuc в
клетках E. coli было показано, что каждый из
повторов обладает небольшой биолюминесцент"
ной активностью [61]. Исходя из этого, авторы
заключили, что люциферазы копепод имеют два
каталитических домена. Однако, в другой рабо"
те, но при экспрессии тандемных повторов
GpLuc в клетках млекопитающих, активность
аналогичных, отдельно синтезированных пов"
торов GpLuc, не обнаружена [62].

Несмотря на широкое и успешное примене"
ние люцифераз копепод в качестве репортерных
белков, их биохимические и биолюминесцент"
ные свойства изучены недостаточно. Природная
люцифераза копепод так и не была выделена и
охарактеризована даже частично. Получение ре"
комбинантного белка в нативной конформации
с использованием простых и недорогих бакте"
риальных систем экспрессии оказалось неэф"
фективным из"за наличия многочисленных ди"
сульфидных связей в люциферазах копепод.
Так, люцифераза M. longa, полученная в клетках
Е. coli, склонна к агрегации, что приводит к зна"
чительной гетерогенности образца; доля люци"
феразы в мономерной форме составляет лишь
несколько процентов от общего количества бел"
ка [37, 63]. К тому же, некоторые свойства даже
мономерной высокоочищенной рекомбинант"
ной люциферазы из бактериальных клеток и
люциферазы, полученной в эукариотических
системах экспрессии, сильно отличаются. Био"

люминесцентная активность изоформ MLuc164
и MLuc7, например, полученных с помощью ба"
куловирусной системы экспрессии в клетках на"
секомых, в несколько раз выше активности этих
изоформ, полученных с помощью бактериаль"
ной экспрессии [38, 63]. Необходимо отметить,
что люциферазы копепод, помимо высокой био"
люминесцентной активности, обладают и
экстремально высокой термостабильностью
[39]; изоформа MLuc7 сохраняет 50% своей ак"
тивности даже после часа кипячения [38]. По"
видимому, аналогично другим секретируемым
белкам, высокая термостабильность люцифераз
обусловлена большим количеством S"S"связей,
стабилизирующих их пространственную струк"
туру.

В оптимальных условиях люциферазы копе"
под выявляют кинетику свечения «flash»"типа с
быстрым затуханием в течение нескольких ми"
нут [37, 58, 60]. Однако для ряда приложений,
использующих люциферазу копепод в качестве
репортерного белка, например, для высокопро"
изводительного скрининга, важно иметь био"
люминесцентный сигнал, стабильный в течение
десятков минут. Такой сигнал может быть полу"
чен за счет изменения условий измерения ак"
тивности люцифераз, так как кинетика реакции
достаточно сильно зависит от состава буфера.
Например, добавка 0,1% Triton X"100 в буфер
для измерения активности GpLuc существенно
замедляет скорость спада биолюминесцентного
сигнала, но при этом одновременно уменьшает
и удельную активность люциферазы, что значи"
тельно снижает предел ее обнаружения и, следо"
вательно, чувствительность метода [64]. Проб"
лема была решена с помощью мутагенеза – по"
лучен ряд мутантов GpLuc и MLuc, обладающих
как высокой удельной активностью, так и мед"
ленным спадом биолюминесцентного сигнала
[64–66]. Двойной мутант GpLuc (M60L–M127L)
имел приблизительно в 14 раз более медленный
спад биолюминесценции, а удельную актив"
ность, как у GpLuc дикого типа [65].

Поскольку окислительно"восстановитель"
ный потенциал в цитоплазме любых клеток не
способствует формированию дисульфидных
связей, цитоплазматическая экспрессия люци"
фераз копепод, потенциально содержащих до
5 S–S"связей, не дает высокой биолюминес"
центной активности клеток, по"видимому, из"за
неправильного фолдинга люциферазы. Однако
интенсивность биолюминесценции клеток мож"
но существенно увеличить, если экспрессиро"
вать в клетках секретируемый вариант люцифе"
разы с сигнальным пептидом на N"конце и при"
соединенной на С"конец сигнальной последова"
тельностью KDEL, обеспечивающей задержку
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белка в эндоплазматическом ретикулуме [58].
Секреторный сигнальный пептид направит лю"
циферазу в эндоплазматический ретикулум, где
белок будет созревать нормально, а дальнейшая
его секреция будет блокирована за счет «удер"
живающего» пептида KDEL. Следствием будет
существенное увеличение интенсивности био"
люминесценции клетки.

Люциферазы копепод – природные секрети"
руемые белки, и поэтому наиболее эффективны
при использовании именно в качестве секрети"
руемых репортеров, так как это позволяет оце"
нивать внутриклеточные процессы in vivo мно"
гократно, в реальном времени и без разрушения
объекта исследования в случае и клеточных
культур, и мелких лабораторных животных. Для
GpLuc [58, 67] и MLuc [68] показано, что био"
люминесцентная активность в среде культуры
клеток или крови животных линейно коррели"
рует с количеством клеток, секретирующих ре"
портер, в диапазоне ~5 порядков. Это, к приме"
ру, позволяет оценивать функциональное состо"
яние раковой опухоли, скорость ее роста и ме"
тастазирования, а также ответ на терапию по
уровню биолюминесцентной активности не"
большого образца крови (5 μл) вне зависимости
от локализации клеток в организме [67, 68].

Основной фактор, лимитирующий исполь"
зование люцифераз копепод в качестве репор"
терных белков для биоимиджинга in vivo непос"
редственно в тканях и интактных мелких лабо"
раторных животных, – излучение в голубой об"
ласти спектра, интенсивно поглощаемое тканя"
ми млекопитающих. Это ослабляет сигнал, и,
следовательно, снижает чувствительность. Как
и в случае с люциферазой Renilla, для люцифе"
раз копепод ведется поиск высокоактивных му"
тантов со сдвинутым в красную область спект"
ром биолюминесценции. Пока одним из лучших
вариантов является мутант GpLuc (F89W/I90L/
/H95E/Y97W), получивший название «Monsta»,
который по активности почти в 5 раз превыша"
ет GpLuc дикого типа при экспрессии в COS"7
клетках и имеет максимум биолюминесценции
при 503 нм [66]. Хотя в результате мутагенеза и
получен мутант со сдвигом спектра излучения,
его спектр биолюминесценции по"прежнему
еще далек от «окна прозрачности» (>600 нм) био"
логических тканей.

Недавно были сконструированы несколько
«искусственных» люцифераз (ALuc), обладаю"
щих лучшей стабильностью, а также повышен"
ной биолюминесцентной активностью, которая
для некоторых вариантов многократно превос"
ходила активность GpLuc дикого типа – наибо"
лее популярного и часто используемого в насто"
ящее время секретируемого биолюминесцент"

ного репортера [69, 70]. Кроме того, некоторые из
«искусственных» люцифераз выявили значитель"
ное смещение спектров излучения в красную
область (например, для ALuc25 до λmax = 530 нм)
[69]. Это свойство наряду с высокой биолюми"
несцентной активностью делает эти люцифера"
зы наиболее привлекательными репортерами
среди люцифераз копепод для использования в
биоимиджинге in vivo тканей и мелких лабора"
торных животных. При конструировании «искус"
ственных» люцифераз был использован подход,
основанный на предположении, что для ста"
бильной структуры белка часто встречающиеся
в одном и том же положении аминокислоты тер"
модинамически более выгодны, чем редко
встречающиеся в этом же положении остатки.
Таким образом, аминокислотные последова"
тельности «искусственных» люцифераз предс"
тавляют собой варианты консенсусной последо"
вательности, полученной из сравнения амино"
кислотных последовательностей люцифераз ко"
пепод [69].

Люцифераза Oplophorus. Природная секрети"
руемая люцифераза декаподной креветки O. gra%
cilirostris является тетрамером с молекулярной
массой ~106 кДа [71], в котором две молекулы
белка имеют молекулярную массу по 19 кДа и
две – по 35 кДа. Однако только белок с Mr = 19 кДа
обладает люциферазной активностью; функция
другого белка, входящего в тетрамер, пока дос"
товерно не установлена. Квантовый выход био"
люминесцентной реакции, катализируемой при"
родной люциферазой Oplophorus, один из самых
высоких (0,34 при 22°) среди люцифераз, ис"
пользующих люциферины имидазопиразино"
нового типа. Температурный оптимум биолю"
минесцентной реакции – 40°, рН оптимум –
~9,0. Клонирование кДНК генов, кодирующих
субъединицы люциферазы, выявило, что 19" и
35"кДа белки состоят, соответственно, из 196 и
359 аминокислот, включая предполагаемые сиг"
нальные пептиды для секреции [33]. Рекомби"
нантный белок с Mr = 19 кДа, полученный из
клеток как млекопитающих, так и E. coli, был
мономерным, термолабильным, имел склон"
ность к агрегации и обладал существенно мень"
шей биолюминесцентной активностью по срав"
нению с природной люциферазой [72]. Основы"
ваясь на этих наблюдениях, авторы предполо"
жили, что в природной люциферазе функцией
белка с Mr = 35 кДа является стабилизация ката"
литической субъединицы. В отличие от люци"
фераз копепод, содержащих 10 Cys остатков и,
возможно, 5 S–S"связей, стабилизирующих
структуру молекулы и критичных для активнос"
ти белка, каталитическая субъединица люцифе"
разы Oplophorus, имеющая примерно ту же дли"
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ну, содержит только один остаток цистеина, не
существенный для люциферазной активности
[72].

Как и для люцифераз копепод, для люцифе"
разы Oplophorus не обнаружено никакого значи"
мого сходства с первичными последовательнос"
тями известных или гипотетических белков. Од"
нако при использовании программ, идентифи"
цирующих сходство белков по элементам прост"
ранственной структуры (fold"recognition pro"
grams), было найдено отдаленное сходство ката"
литической 19"кДа субъединицы люциферазы
Oplophorus с хорошо охарактеризованным се"
мейством внутриклеточных липид"связываю"
щих белков iLBPs. Введение мутации N166R в
19"кДа белок, которая, согласно пространствен"
ной модели, должна повышать стабильность
структуры и увеличивать структурное сходство с
iLBP, привело к увеличению его биолюминесцент"
ной активности в ~3 раза и повышению его ста"
бильности на ~50% [73]. Этот мутант затем был
использован как матрица для трех раундов слу"
чайного мутагенеза с целью получить варианты
люциферазы со свойствами, оптимальными для
использования их в качестве репортерных бел"
ков (высокая удельная активность, медленный
спад биолюминесцентного сигнала, повышен"
ная растворимость и стабильность). Лучшие му"
тации каждого раунда суммировались в матрице
для следующего цикла мутагенеза. Кроме того,
отобранные мутанты также тестировались с 24
аналогами целентеразина с целью выбрать
субстрат, который бы обеспечил максимальную
биолюминесцентную активность и минималь"
ный фоновой сигнал по сравнению с целентера"
зином. В результате был получен термостабиль"
ный мутант, названный «NanoLuc» (NLuc), не"
сущий 16 аминокислотных замен и демонстри"
рующий на порядки бoльшую биолюминесцент"
ную активность и стабильность, чем дикий ва"
риант каталитической субъединицы люцифера"
зы Oplophorus [73]. В качестве оптимального
субстрата для NanoLuc идентифицирован ана"
лог целентеразина – фуримазин (Furi"mazine),
обеспечивающий высокий уровень биолюми"
несцентной активности и более высокую ста"
бильность в биологических средах (период по"
лураспада больше 4 ч) по сравнению с целенте"
разином, и, следовательно, более низкий уро"
вень фонового сигнала. По данным авторов, в
лизатах клеток НЕК293 NanoLuc с фуримази"
ном продуцировала биолюминесцентный сиг"
нал с медленной кинетикой спада (время полу"
жизни более 2 ч) и интенсивностью в ~2,5 млн
раз выше, чем в сходных условиях 19"кДа белок
с целентеразином дикого типа, и в ~150 раз вы"
ше, чем люциферазы Renilla и светляков [73].

Необходимо, однако, отметить, что активность
NanoLuc, как показано в работе [74], была выше
активности 19"кДа белка при их растворимой
экспрессии в клетках E. coli всего лишь в ~10 раз,
а в клетках CHO"K1 всего лишь в ~80 раз. Кро"
ме того, удельная активность NanoLuc с целен"
теразином h была в ~1,5 раза выше, чем с фури"
мазином. Существенным ограничением для ис"
пользования фактически новой искусственной
люциферазы в качестве репортера для биоимид"
жинга in vivo в тканях лабораторных животных
является спектр излучения (λmax = 460 нм), по"
падающий в область сильного поглощения све"
та тканями млекопитающих.

Ципридинидные люциферазы. Природная
форма секретируемой люциферазы остракод
Cypridina (Vargula) hilgendorfii была первой из ис"
пользующих в биолюминесцентной реакции
люциферин имидазопиразинонового типа, ко"
торая была выделена с помощью хроматографи"
ческих методов в высокоочищенном виде и дос"
конально охарактеризована еще вначале 1960"х гг.
[3]. Люцифераза катализирует окислительное
декарбоксилирование Cypridina люциферина
(рис. 2) в простой реакции, включающей только
фермент, люциферин и О2. В результате реакции
образуется продукт в возбужденном состоянии,
переход которого в основное состояние сопро"
вождается излучением света с максимумом при
448–463 нм. Длина волны излучения зависит от
ионной силы буфера и практически не зависит
от рН. Температурный оптимум биолюминесцент"
ной реакции – 30°. Квантовый выход биолюми"
несцентной реакции, катализируемой люцифе"
разой Cypridina, равен 0,3 и является одним из
самых высоких среди биолюминесцентных ре"
акций, катализируемых целентеразин"зависи"
мыми биолюминесцентными белками [75].

Люцифераза остракод Cypridina (Vargula)
hilgendorfii была первой из использующих люци"
ферины имидазопиразинонового типа люцифе"
разой, кДНК ген которой был клонирован (рис. 7)
[40]. Позднее была клонирована высокогомоло"
гичная люцифераза из Cypridina noctiluca (иден"
тичность аминокислотных последовательностей
~84%) [41]. Люцифераза Cypridina – односубъ"
единичный белок с расчетной молекулярной
массой 62,2 кДа, состоящий из 552–555 амино"
кислотных остатков. Люцифераза содержит сиг"
нальный пептид для секреции, 32 консерватив"
ных Cys остатка в пределах зрелого белка, фор"
мирующих 16 S–S"связей (в природной люци"
феразе свободных SH"групп не обнаружено [3]),
а также два предполагаемых сайта N"гликозили"
рования (рис. 7). На сегодняшний день это са"
мый большой из известных целентеразин"зави"
симых биолюминесцентных белков. Биолюми"
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несцентная реакция, катализируемая люцифе"
разой Cypridina, ингибируется ЭДТА и ЭГТА.
Это предполагает влияние Са2+ или других двух"
валентных катионов на активность фермента.
Однако каких"либо аминокислотных последо"
вательностей, характерных для Са2+"связываю"
щих сайтов, в люциферазе не обнаружено. Ак"
тивная рекомбинантная люцифераза может
быть получена только при экспрессии в эукари"

отических клетках (дрожжи, клетки млекопита"
ющих) в виде секретируемой формы, что, по"
видимому, обусловлено наличием большого ко"
личества S–S"связей в люциферазе, которые фор"
мируются в эндоплазматическом ретикулуме, а
также необходимостью посттрансляционного
гликозилирования белка. Необходимо отме"
тить, что, несмотря на высокую идентичность
аминокислотных последовательностей, при сек"
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Рис. 7. Сравнение последовательностей люцифераз C. noctiluca (CnLuc – BAD08210) и V. hilgendorfii (VhLuc – AAB86460).
Сигнальные пептиды, обеспечивающие секрецию люцифераз, идентифицированные программой Signal P 4.0 [76], и по"
тенциальные сайты N"гликозилирования выделены рамкой. Консервативные Cys остатки отмечены под аминокислотны"
ми последовательностями. Домены типа D фактора Виллебранда (vWF"D), идентифицированные программой BLAST, от"
мечены серыми линиями
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реторной экспрессии в культуре эукариотичес"
ких клеток люцифераза Cypridina noctiluca выяв"
ляет намного более высокую активность, чем
люцифераза Cypridina (Vargula) hilgendorfii [43].

Анализ аминокислотных последовательнос"
тей этих люцифераз не выявил никакой сущест"
венной гомологии ни с одним из известных бел"
ков, включая целентеразин"зависимые белки.
Однако в последовательности люцифераз прог"
рамма BLAST идентифицирует два домена (рис. 7)
схожих с доменом D фактора Виллебранда
(vWF"D – von Willebrand factor type D domain)
секретируемого мультидоменного гликопротеи"
на, играющего основную роль в процессе свер"
тывания крови. Домены семейства vWF"D обна"
ружены во многих белках, в основном в секре"
тируемых гликопротеинах таких, как интегри"
ны, факторы роста, фибриллярные коллагены,
белки системы комплемента, IGF"связываю"
щие белки (аннотация последовательностей в
базах данных по белкам Pfam и UniProt). Пред"
полагается, что эти домены отвечают за мульти"
меризацию белков и их взаимодействие с други"
ми белками [77]. Имеют ли какое"либо значение
vWF"D домены для функционирования люци"
фераз или биолюминесцентной системы остра"
код, неизвестно.

Интересно, что светящиеся остракоды се"
мейства Halocypridoidae, в частности остракод"
ные раки Conchoecia pseudodiscophora, использу"
ют для биолюминесцентной реакции в качестве
субстрата целентеразин, а не Cypridina люцифе"
рин и, вероятнее всего, имеют несекретируемый
тип биолюминесценции, обусловленный функ"
ционированием внутриклеточной люциферазы,
поскольку свечение наблюдается строго в пре"
делах карапакса (спинного щитка) рака [11].

Люциферазы сцифоидной медузы P. periphylla
и рыб B. pterotum. Сцифоидная медуза P. periphyl%
la содержит две формы люцифераз – раствори"
мую (L"форма) и нерастворимую, которая выде"
ляется в виде частиц [7, 8]. Растворимая форма
люциферазы с мол. массой 32 кДа отвечает за
биолюминесценцию медузы и выделена из ме"
зоглеи купола и радиальных складок медузы.
Нерастворимая форма в виде агрегатов склади"
рована в яичнике медузы, причем ее содержа"
ние, исходя из оценок активности, в 100 раз пре"
вышает количество растворимой формы [8]. В
присутствии высоких концентраций β"меркап"
тоэтанола нерастворимые агрегаты люциферазы
образуют смесь активных олигомеров с молеку"
лярными массами 20, 40 и 80 кДа (люциферазы
А, В и С соответственно). На основании данных
электрофореза авторы сделали заключение, что лю"
циферазы с молекулярными массами 40 и 80 кДа яв"
ляются димером и тетрамером люциферазы А [8].

Растворимая люцифераза L также является
комплексом – добавка β"меркаптоэтанола при"
водит к образованию двух белков с молекуляр"
ными массами 20 и ~12 кДа. Из этих двух белков
только белок с мол. массой 20 кДа обладает лю"
циферазной активностью. Все люциферазы
имели одинаковые спектры биолюминесценции
с λmax при 465 нм, но различались биохимичес"
кими свойствами (оптимумом температуры,
термостабильностью и Km). Люциферазы А, В и
С, полученные из нерастворимых частиц, выя"
вили удельную активность выше, чем у раство"
римой люциферазы L. Удельная биолюминес"
центная активность этих люцифераз, по данным
авторов, оказалась наибольшей среди люцифе"
раз, использующих целентеразин в качестве
субстрата. Люциферазы А, В и С чрезвычайно
устойчивы к денатурации – их биолюминес"
центная активность только слегка уменьшается
при рН 1 и рН 11 и даже усиливается в 1–2 М гу"
анидин гидрохлориде. Однако эти люциферазы
менее устойчивы к нагреванию, чем люцифера"
за L (32 кДа), активность которой практически
не меняется при кипячении в течение несколь"
ких минут. Отличаются эти люциферазы и опти"
мумом температуры. Если биолюминесцентная
активность люциферазы L максимальна при 0° и
практически линейно снижается при повыше"
нии температуры, приближаясь к нулю при 60°,
то люциферазы А, В и С имеют оптимум при
~30°. Кроме того, значение константы Михаэлиса
(Km = ~0,2 μМ) для люцифераз А, В и С в ~6 раз
меньше, чем для люциферазы L. Чем обусловле"
ны различия в свойствах нерастворимой и раст"
воримой форм люцифераз медузы P. periphylla,
пока неясно. Несмотря на привлекательные
свойства (термостабильность и высокую удель"
ную активность) этой люциферазы для исполь"
зования в качестве репортерного белка и дос"
тупность биологического материала (сцифоид"
ная медуза P. periphylla массово встречается во
фьордах Норвегии), ген (или гены), кодирую"
щий эту люциферазу, пока не клонирован.

Недавно новая целентеразин"зависимая лю"
цифераза, ответственная за биолюминесценцию
рыб Benthosema pterotum, была выделена из фо"
тофоров этих рыб, очищена с помощью хрома"
тографических методов и частично охарактери"
зована [13]. Авторы установили, что люцифера"
за имеет молекулярную массу ~27 кДа, констан"
ту Михаэлиса (0,4 μМ), близкую по значению
для других целентеразин"зависимых люцифе"
раз, спектр биолюминесценции с максимумом
при 475 нм и температурный оптимум биолюми"
несцентной реакции – 40°. Люцифераза B. ptero%
tum оказалась ферментом достаточно термоста"
бильным (сохраняет более 50% активности в те"
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чение часа при 65°) и устойчивым к экстремаль"
ным значениям рН. Интересной особенностью
этой люциферазы является то, что ионы каль"
ция и особенно магния значительно повышают
ее активность [13]. Принимая во внимание то,
что авторам удалось получить достаточно высо"
коочищенный образец люциферазы B. pterotum,
а также современный уровень развития техно"
логий секвенирования белков и методов моле"
кулярной биологии, следует ожидать, что в бли"
жайшее время ген, кодирующий эту люцифера"
зу, будет клонирован.

Таким образом, известные на сегодняшний
день целентеразин"зависимые люциферазы,
несмотря на использование одного и того же
субстрата для биолюминесценции и один и тот
же химический механизм его окислительного
декарбоксилирования [3], являются различаю"
щимися негомологичными белками, не имею"
щими никакого сходства между собой, а также с
другими известными белками. Исключением
является только люцифераза Renilla, попадаю"
щая в группу α/β"гидролаз.

НЕЗАВИСИМАЯ ЭВОЛЮЦИЯ 
БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНЫХ СИСТЕМ – 

ИСТОЧНИК МНОГООБРАЗИЯ 
БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНЫХ БЕЛКОВ

Общие клеточные функции для всех орга"
низмов, обитающих на Земле, как правило,
обеспечиваются практически одинаковыми или
очень сходными биохимическими процессами с
участием белков, являющихся гомологичными,
иногда в очень значительной степени, вплоть до
полного совпадения аминокислотных последо"
вательностей. Необычным свойством биолюми"
несценции как функции живого организма яв"
ляется то, что в свечение организмов, принадле"
жащих различным таксонам, вовлечены различ"
ные белки, катализирующие к тому же различ"
ные реакции. Особенно явственно это стало
после клонирования генов и определения пер"
вичных последовательностей ряда белков, а так"
же механизмов биолюминесцентных реакций
различных организмов. У клонированных к нас"
тоящему времени биолюминесцентных фер"
ментов, принадлежащих таксономически дале"
ким организмам, не обнаружено никакого сход"
ства между их аминокислотными последова"
тельностями, даже в случае использования од"
ного и того же субстрата для биолюминесцент"
ной реакции. Не выявлено какого"либо сход"
ства и между пространственными структурами
таких биолюминесцентных белков, несмотря на
то, что пространственные структуры белков бо"

лее консервативны, чем их первичные последо"
вательности. Однако неожиданно для некото"
рых биолюминесцентных белков найдены близ"
кие гомологи среди обычных клеточных фер"
ментов, обеспечивающих базовую жизнедея"
тельность клетки [51, 78]. Принимая во внима"
ние такое различие биолюминесцентных систем
и их компонентов в различных организмах, сле"
дует предположить, что способность к биолю"
минесценции у представителей различных так"
сонов возникала независимо друг от друга мно"
го раз в ходе эволюции, вовлекая для этого под"
ходящие предковые белки.

В настоящее время насчитывается более 40
вариантов биолюминесцентных систем, воз"
никших в эволюции независимо, и в ряде случа"
ев, по"видимому, совсем недавно. О недавнем
происхождении отдельных вариантов свиде"
тельствует «пятнистое» распределение биолю"
минесценции среди таксонов (рис. 1), то есть
наличие в одном и том же таксоне организмов с
разной биохимией свечения, а также присут"
ствие в одном таксоне светящихся и несветя"
щихся видов, иногда даже близкородственных.
Так, у колониальных гидроидов рода Obelia из
четырех видов, обитающих в Белом море, толь"
ко два вида светящиеся, несмотря на схожие ус"
ловия обитания для всех четырех. В некоторых
таксонах, например, среди сифонофор и греб"
невиков, несветящиеся представители единич"
ны, а в некоторых единичны как раз светящиеся
организмы, например, среди щетинкочелюстных
(тип Chaetognatha) [1].

Сама же природа свечения иногда сущест"
венно различается даже у близких родичей, к
примеру, у различных видов кальмаров, а также
планктонных ракушковых рачков, использующих
как различные модификации целентеразина для
свечения, так и различные типы биолюминес"
ценции: секретируемую и внутриклеточную.

Поскольку способность продуцировать свет
возникала много раз в ходе эволюции (рис. 1),
можно обоснованно предположить, что, во"пер"
вых, биолюминесценция очень важна для орга"
низмов и, во"вторых, ее возникновение должно
происходить относительно легко. Как упомяну"
то выше, люциферины имидазопиразинонового
типа обнаружены во многих как светящихся, так
и несветящихся морских организмах и могут к
тому же передаваться от одного организма дру"
гому по пищевым цепям [3, 25], то есть биолю"
минесцентный субстрат более консервативен,
чем другие компоненты биолюминесцентных
систем. Возможно, это справедливо и для других
люциферинов. Таким образом, имея доступную
органическую молекулу, которая способна обес"
печить светоизлучающую функцию, организ"
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мам остается «приспособить» только подходя"
щий белок, чтобы возникла биолюминесцен"
ция. И, похоже, часто на роль люциферазы рек"
рутировались различные клеточные белки, му"
тации в которых приводили к возникновению
способности катализировать имеющийся био"
люминесцентный субстрат с излучением света,
порождая все это наблюдаемое разнообразие
биолюминесцентных систем.

Наличие такого разнообразия организмов
(рис. 1), использующих люциферины имидазо"
пиразинонового типа как субстрат биолюминес"
центной реакции и разнообразие белков, катали"
зирующих эти реакции, позволяет предположить
существование множества других светящихся ор"
ганизмов, которые еще не исследованы и у кото"
рых субстратом биолюминесцентной реакции
также являются эти люциферины, но функцию
люцифераз выполняют совершенно другие бел"
ки. Почему люциферины имидазопиразиноно"
вого типа являются субстратами биолюминесцент"
ных реакций у столь разнообразных светящихся
организмов, пока остается загадкой.

КЛОНИРОВАНИЕ НОВЫХ 
БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНЫХ БЕЛКОВ

Фактически, при клонировании генов, ко"
дирующих биолюминесцентные белки из новых
светящихся организмов, могут быть использо"
ваны только два подхода. Традиционный способ
включает определение необходимых для биолю"
минесценции компонентов, прежде всего, суб"
страта и возможных кофакторов. Если субстрат
биолюминесцентной реакции известен и имеет"
ся в наличии, обычно постановка биолюминес"
центной реакции in vitro затруднений не вызы"
вает. (На сегодняшний день, по"видимому, это"
му в полной мере соответствуют только биолю"
минесцентные белки, использующие для био"
люминесцентной реакции люциферины имида"
зопиразинонового типа.) На следующем этапе
из светящихся организмов выделяют биолюми"
несцентный белок в количествах, достаточных
для определения хотя бы небольшого фрагмента
аминокислотной последовательности. Затем
конструируются вырожденные олигонуклеоти"
ды к известной белковой последовательности, с
помощью которых посредством гибридизации
или ПЦР проводится скрининг кДНК библио"
теки для поиска клонов с новыми генами. С ис"
пользованием такого подхода были клонирова"
ны кДНК гены, кодирующие несколько целен"
теразин"зависимых биолюминесцентных бел"
ков: Са2+"регулируемый фотопротеин акворин
из гидромедузы Aequorea victoria [79, 80], люци"

феразу из остракод Cypridina (Vargula) hilgendorfii
[40], люциферазу из мягкого коралла Renilla
reniformis [35] и Renilla muelleri [36], люциферазу
из декаподной креветки Oplophorus gracilirostris
[33] и Са2+"зависимый целентеразин"связываю"
щий белок из Renilla muelleri [36]. Очевидно, что
такой способ применим только в том случае, ес"
ли светящиеся организмы могут быть собраны в
достаточно большом количестве.

Однако, как правило, большинство морских
светящихся организмов одного вида не образу"
ют значительных скоплений и могут быть пой"
маны в единичных экземплярах. Кроме того,
многие из биолюминесцентных животных оби"
тают на больших глубинах и поэтому их сбор
достаточно сложен и трудоемок. Эти обстоя"
тельства делают практически невозможным вы"
деление достаточного количества природного
белка для его характеризации и определения
аминокислотной последовательности, и, следо"
вательно, не позволяют использовать традици"
онный подход для клонирования кДНК генов.
Эти препятствия позволяет обойти метод функ"
ционального скрининга клонов экспрессион"
ной кДНК библиотеки (рис. 8). Современными
методами, основанными на ПЦР, экспрессион"
ную кДНК библиотеку генов можно пригото"
вить из очень малых количеств исходного мате"
риала – всего лишь нескольких мг ткани. Для
применения функционального скрининга необ"
ходимо только воспроизвести биолюминесцент"
ную реакцию in vitro и иметь достаточное коли"
чество субстрата для скрининга. Высокая
чувствительность, с которой детектируется свет,
генерируемый в ходе биолюминесцентной реак"
ции, позволяет зарегистрировать индивидуаль"
ный положительный сигнал от единичного кло"
на, находящегося в большой группе отрицатель"
ных клонов. С помощью функционального скри"
нинга были клонированы кДНК гены, кодиру"
ющие Са2+"регулируемые фотопротеины гидро"
идов Obelia longissima [81] и Obelia geniculata [82],
гидромедуз Clytia gregaria [83] и Mitrocoma cellu%
laria [84], ктенофор Beroe abyssicola [30], а также
люциферазы копепод Metridia longa [10, 37, 38] и
Gaussia princeps [34], и GFP гидромедузы C. gre%
garia [83]. Необходимо отметить, что большин"
ство из клонированных с помощью функцио"
нального скрининга кДНК генов содержат
стоп"кодон (или даже несколько стоп"кодонов)
в 5'"нетранслируемой области. Однако, это не
помешало изолировать индивидуальные коло"
нии по биолюминесцентной активности, наг"
лядно демонстрируя тем самым высокую эф"
фективность функционального скрининга при
клонировании генов, кодирующих биолюми"
несцентные и флуоресцентные белки.
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Очевидно, что существуют некоторые огра"
ничения для применения функционального
скрининга. Этот подход может быть реализован
при клонировании новых белков, использую"
щих уже известные и доступные субстраты био"
люминесцентных реакций, например, люцифе"
рины имидазопиразинонового типа, так как оп"
ределение структуры нового биолюминесцент"
ного субстрата еще более трудная задача, чем
получение высокоочищенного белка для секве"
нирования. Кроме того, желательно, чтобы био"
люминесцентный белок был односубъединич"
ным, так как наличие еще одной субъединицы
значительно усложнит поиск соответствующих
генов, а также не требовал посттрансляционных
модификаций, необходимых для его биолюми"
несцентной активности. Вполне вероятно, что
последнее из упомянутых ограничений может
быть преодолено использованием эукариоти"
ческих клеток для скрининга экспрессионных
кДНК библиотек.

Хотя, вне всякого сомнения, изучение био"
люминесцентных систем различных организмов
имеет фундаментальное значение, все"таки ос"
новной движущей силой, определяющей инте"
рес к исследованию биолюминесценции, явля"

ется ее полезность в качестве аналитического
инструмента. В наши дни не найдется области
биологии, медицины и фармакологии, где бы
биолюминесцентные методы или уже широко
не применялись, или не были бы опробованы,
показав их пригодность. Развитие фундамен"
тальных и прикладных исследований в этих об"
ластях требует создания эффективных неинва"
зивных технологий визуализации молекулярных
процессов in vivo (технологий биоимиджинга)
как в отдельной живой клетке, так и на уровне
целого живого организма. Спектр задач, решае"
мых с помощью таких технологий, чрезвычайно
широк. Однако, прежде всего, эти технологии
направлены на прижизненное исследование ди"
намических процессов в клетке и организме,
позволяя изучать рост опухолей и их метастати"
ческую активность, а также ответ опухолевых
клеток на терапию, миграцию иммуннокомпе"
тентных клеток в организме, белок"белковые
взаимодействия в клетке; метаболическую ак"
тивность и ее регуляцию на уровне как отдель"
ных клеток, так и целого организма, пути мигра"
ции и распределения белков в клетке и целом
организме, регуляцию экспрессии генов и мно"
гое другое. Для разработки таких технологий ре"
портеры на основе люцифераз и фотопротеинов
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Рис. 8. Схема функционального скрининга
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оказались чрезвычайно полезны. Поскольку
биолюминесцентные реакции протекают с вы"
соким квантовым выходом, а фоновое свечение
отсутствует, биолюминесцентные технологии,
использующие люциферазы и фотопротеины в
качестве репортерных белков, обеспечивают
высокую чувствительность при визуализации и
широкий линейный динамический диапазон
измерений. Биолюминесцентные белки и их
субстраты являются компонентами биолюми"
несцентных систем светящихся организмов и
поэтому не токсичны для живых клеток. До не"
давнего времени применение биолюминесцент"
ного биоимиджинга ограничивалось несовер"
шенством методов регистрации и обработки
слабых световых сигналов. Однако данные
проблемы были решены с появлением высоко"
чувствительных охлаждаемых CCD камер, и
сейчас уже созданы микроскопы, способные ре"
гистрировать изменение свечения отдельной
клетки в реальном времени.

Практически все имеющиеся в распоряже"
нии исследователей биолюминесцентные белки
уже опробованы для мониторинга клеточных
процессов в качестве генетически"кодируемых
репортеров. Наиболее популярными биолюми"
несцентными репортерами на сегодняшний
день являются люцифераза светляков, Са2+"ре"
гулируемые фотопротеины и целентеразин"за"
висимые люциферазы Renilla, копепод Gaussia и
Metridia, а также их мутантные варианты с улуч"
шенными характеристиками. Одной из основ"
ных сфер применения люцифераз является мо"
ниторинг экспрессии генов и отслеживание от"
дельных меченых клеток в организме. Актив"
ность люциферазы используют для оценки жиз"
неспособности клеток, апоптоза и различных
процессов, связанных с клеточным метаболиз"
мом. Люциферазы, слитые с исследуемыми бел"
ками, используются для мониторинга метабо"
лизма целевых белков и их взаимодействия с
другими белками. Эффективным способом

оценки белок"белковых взаимодействий in vivo
является метод комплементации, основанный
на способности люцифераз, расщепленных на
фрагменты, восстанавливать свою активность
при пространственном сближении этих фраг"
ментов, слитых с исследуемыми взаимодейству"
ющими белками. Другим способом оценки бе"
лок"белковых взаимодействий in vivo при помо"
щи люциферазных репортеров являются BRET
технологии. В основе данного метода лежит яв"
ление резонансного безызлучательного перено"
са энергии от биолюминесцентного донора на
флуоресцентный белок"акцептор, который про"
исходит только при пространственном сближе"
нии взаимодействующих целевых белков, сли"
тых с репортерами, и сопровождается измене"
нием спектра излучения.

Наличие биолюминесцентных белков с раз"
личными свойствами, в том числе мутантных с
улучшенными характеристиками, предоставля"
ет больше возможностей для оптимального ди"
зайна экспериментов. Кроме того, различия в
субстрате, кинетике биолюминесцентной реак"
ции или спектре биолюминесценции позволяют
использовать до трех биолюминесцентных ре"
портеров для одновременной регистрации нес"
кольких различных процессов. Принимая во
внимание уже имеющееся разнообразие биолю"
минесцентных белков, использующих люцифе"
рины имидазопиразинонового типа, следует
ожидать, по мере исследования новых светя"
щихся организмов, появления новых люцифе"
раз и фотопротеинов, которые могут быть ис"
пользованы для разработки новых биолюминес"
центных технологий биоимиджинга in vivo.

Работа выполнена за счет средств государ"
ственного задания на проведение фундаменталь"
ных исследований РАН (проект № 01201351504)
и Программы Президиума РАН «Молекулярная
и клеточная биология».
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Bioluminescence is a widespread natural phenomenon. Luminous organisms are found among bacteria, fungi, proto"
zoa, coelenterates, worms, molluscs, insects, and fish. Studies on bioluminescent systems of various organisms have
revealed a very interesting feature – the mechanisms underlying light emission in the visible range of the spectrum are
considerably different in representatives of different taxa despite the same final result of the biochemical process.
Among the several substrates of bioluminescent reactions identified in marine luminous organisms, the most com"
monly used are coelenterazine and Cypridina luciferin, the imidazopyrazinone"type luciferins. Although the used sub"
strate is the same, bioluminescent proteins that catalyze light"emitting reactions in taxonomically remote luminescent
organisms do not show similarity in amino acid sequences or in spatial structures. The review considers luciferases of
various luminescent organisms that use coelenterazine or Cypridina luciferin as a substrate, as well as modifications of
these proteins that improve their physicochemical and bioluminescent properties and therefore their applicability in
bioluminescence in vivo imaging.
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