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Бактерии различных штаммов вида Bacillus
cereus продуцируют большое количество потен�
циальных факторов патогенности: гемолизины,
фосфолипазы, эметические токсины, энтероток�
сины, металлопротеазы и коллагеназы. Показа�
но, что синтез ряда энтеротоксинов у B. cereus, та�
ких как Nhe (негемолитический энтеротоксин),
Hbl (двухкомпонентный гемолизин BL), а также
синтез глобального регулятора PlcR зависит от
чувствительной к окислительно�восстановитель�
ному потенциалу среды двухкомпонентной си�
стемы (ДС) сигнальной трансдукции ResDE, от�
вечающей за регуляцию генов микроаэробного и
анаэробного метаболизма у бактерий рода Bacillus
[1, 2]. ДС состоит из связанной с мембраной сен�
сорной гистидинкиназы ResE и цитоплазматиче�
ского регулятора ответа ResD [3–5]. Свойства
данной ДС хорошо изучены у непатогенного вида
B. subtilis, однако лишь недавно появились пер�
вые работы по изучению роли ДС ResDE в регуля�
ции продукции токсинов B. cereus [6, 6a, 7]. Эти
исследования указывают на ключевую позицию
ДС ResDE в иерархии регуляции различных сиг�
налов, отвечающих за выбор пути синтеза тех или
иных токсинов. В то же время, согласно исследо�
ваниям “European Food Safety Authority” [8], Ba�
cillus cereus sensu lato входит в группу лидеров сре�
ди бактерий, вызывающих пищевые отравления.
Эти факты указывают на необходимость исследо�
вания механизмов действия ДС ResDE на моле�
кулярном уровне, расшифровка которых позво�
лит разработать подходы к терапии заболеваний,
вызванных B. сereus, а также создаст предпосылки
для разработки нового класса лекарственных
средств, “выключающих” продукцию токсинов.

Поскольку ResD является транскрипционным
регулятором, важным аспектом исследований ме�
ханизма действия ДС ResDE представляется изу�
чение взаимодействия ДНК с белком ResD как в
апо�, так и в фосфорилированной форме.

Цель работы – создание системы для экспрес�
сии и очистки транскрипционного регулятора
ResD и функциональной части сенсорной гисти�
динкиназы ResE, позволяющей получить катали�
тически активные гомогенные препараты белков
с высоким выходом. 

МЕТОДИКА

Реактивы. В состав сред для выращивания бак�
терий входили: бакто�триптон, бакто�дрожжевой
экстракт, сердечномозговая вытяжка BHI (Brain
Heart Infusion) фирмы “Difco”, США. Также в ра�
боте были использованы эндонуклеазы рестрик�
ции, реактивы для ПЦР, ДНК�полимераза и
ДНК�лигаза бактериофага T4 (“Fermentas”, Лит�
ва; “СибЭнзим”, Россия), реактивы для электро�
фореза в ПААГ (“Sigma”, США). Олигонуклеоти�
ды синтезированы в фирме “Евроген” (Россия).

Культивирование бактерий и использованные
плазмиды. Штаммы бактерий и плазмиды представ�
лены в таблице. Клетки E. coli выращивали при тем�
пературе 37, 28, 18, 16°C на качалке (180 об/мин) в
среде Лурия–Бертони (LB) с добавлением антибио�
тиков: ампициллин 50–100 мкг/мл; хлорамфеникол
30 мкг/мл; канамицин 25 мкг/мл, рифампицин
100 мкг/мл. B. cereus ATCC 14579T культивировали в
среде, содержащей сердечно�мозговую вытяжку,
при температуре 28°С и интенсивности переме�
шивания 180 об/мин в колбах на качалке.
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Штаммы и плазмиды, использованные в работе

Штамм или
 плазмида Характеристика Источник

Bacillus cereus Типовой штамм B. cereus ATCC14579T= ВКМ 
B�504T= JCM
 2152T= 6A5 BGSC

Escherichia coli

BL21(DE3) �ompT hsdSB(rB–, mB–) gal dcm (DE3) не содержит ompT и lon протеазы, 
что позволяет выделить рекомбинантный продукт интактным

“Novagen”

С41(DE3) F–ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm (DE3), производный BL21(DE3), обыч�
но используемый для экспрессии токсичных или труднорастворимых 
белков, так как имеет не охарактеризованную мутацию, обеспечиваю�
щую устойчивость к токсичным белкам 

“Novagen” [9]

HMS174(DE3) F� recA1 hsdR(rK12– mK12+) (DE3), Rif R, обладает recA мутацией, что 
приводит к снижению гомологичной рекомбинации и, в конечном ито�
ге к стабилизации рекомбинантных генов

“Novagen”

M15[pREP4] Е. coli K12 (nals strs rifs lac– ara– gal– mtl� F'– recA+, uvr+ lon+) pREP4 – Km R “Qiagen”

JM109
endA1, recA1, gyrA96, thi, ΔΔ(lac�proAB), hsdR17( ), supE44, relA1, 

[F+, traD36, proAB, lacIq, ZΔΔM15];
[10]

TOP10 F– mcrA Δ(mrr�hsdRMS�mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG, сине�белая селекция

“Invitrogen”

Плазмиды

pUC128 Вектор для клонирования, AmpR [11]

pET19mod Вектор для экспрессии рекомбинантных белков под контролем сильно�
го промотора РНК�полимеразы бактериофага T7, AmpR

[12]

pQE30 Вектор для экспрессии рекомбинантных белков под контролем сильно�
го промотора РНК�полимеразы бактериофага T5, AmpR 

“Qiagen”

pHUE (His�tagged Ub expression vector) – вектор для экспрессии аутентичных 
рекомбинантных белков, AmpR 

[13]

pLacIRARE Вектор для восполнения редких тРНК у E. coli, CmR “Novagen”

pT�GroE Вектор, экспрессирующий GroESL шаперон E. coli под контролем про�
мотора бактериофага T7, CmR Шапероны снижают количество “телец 
включения”, так как могут участвовать в правильном фолдинге реком�
бинантного белка 

[14] 

pUC128�resD Производная pUC128, содержащая клонированную по сайту EcoRV 
ОРС гена resD, AmpR

Данная работа

pUC128�resE Производная pUC128, содержащая клонированную по сайту EcoRV 
ОРС гена resE, AmpR

То же

pET19mod�resD pET�19mod, содержащая ОРС гена resD, AmpR »

pET19mod�resE pET�19mod, содержащая ОРС гена resE, AmpR »

pQE30�resD pQE30, содержащая ОРС гена resD, AmpR »

pQE30�resE pQE30, содержащая ОРС гена resE, AmpR »

pHUE�Ub�resD pHUE, содержащая ОРС гена resD, AmpR »

pHUE�Ub�resE pHUE, содержащая ОРС гена resE, AmpR »

pET�TEV Вектор на основе вектора pET для экспрессии TEV� протеазы, AmpR [15]

pHUsp2cc Вектор на основе вектора pHUE для экспрессии деубиквитиназы
 Usp2�cc, AmpR

[13]

rk
–

mk
–
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Общие методы. Выделение хромосомной ДНК,
клонирование ДНК и трансформацию компетент�
ных клеток проводили согласно стандартным ме�
тодикам [16]. Для быстрого выделения плазмид�
ной ДНК и препаративного выделения фрагмен�
тов ДНК из геля использовали наборы реактивов
фирмы “Promega” (США) Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System и Wizard SV Gel and PCR
Clean�Up System соответственно.

Получение векторов для сверхэкспрессии ре(
комбинантных белков ResD и ResE (1(195). От�
крытые рамки считывания (ОРС) генов resD и
resE (1�195) амплифицировали с геномной ДНК
типового штамма B. cereus ATCC 14579T с помо�
щью сочетаний праймеров resDfor (5'�GGCTC�
GAGAATGAATCAAGAATTTTAAT�3', XhoI) и
resDrev (5'�GGGGATCCTCAGTCGTTCACAAC�
CTCAA�3', BamHI), resEfor (1�195) (5'�GGCTC�
GAGTCTACTCGGATTACAGCAAA�3', XhoI) res�
Erev (5'�GGGGATCCCTAAATTATACGATTCG�
GTA�3', BamHI). Ген resE клонировали без 585 п.н.
последовательности, кодирующей N�концевой
гидрофобный трансмембранный домен белка дли�
ной 195 аминокислот [17]. Очищенные ПЦР�фраг�
менты клонировали в EcoRV сайт pUC128. Bam�
HI�XhoI�фрагменты из векторов pUC128�resD и
pUC128�resЕ, содержащие последовательности
генов resD и resE (1�195) (717 п.н. и 1188 п.н. со�
ответственно), клонировали в плазмидах
pET19mod и pQE30, раскрытых по сайтам Bam�
HI�XhoI, в результате чего получили векторы
pET19mod�resD, pET19mod�resE, pQE30�resD и
pQE30�resE. Для клонирования последователь�
ностей генов resD и resE в pHUE, ОРС этих генов
амплифицировали с использованием сочетаний
праймеров resD�UbF (5'�ATCTCCGCGGTGG�
TATGGAAAATGAATCAAGAAT�3', SacII) –
resD�UbR (5'�TCAAGAAT�3', SacII) – resЕ�UbR
(5'�CCAAAGCTTCAGTCGTTCACAACCT�
CAAATTTG�3', HindIII). ПЦР�фрагменты, содер�
жащие гены resD и resЕ (1�195), клонировали в
pHUE, раскрытом по сайтам SacII и HindIII, в ре�
зультате чего были получены плазмиды pHUE�
Ub�resD и pHUE�Ub�resE. Последовательности
векторов pET19mod�resD, pQE30�resD, pHUE�Ub�
resD, pET19mod�resE, pQE30�resE, pHUE�Ub�resE
были подтверждены секвенированием. Для получе�
ния штаммов�продуцентов полученными плазми�
дами трансформировали соответствующие штам�
мы для сверхэкспрессии белков ResD и ResE в со�
четании со вспомогательными плазмидами (pT�
GroE, pLacIRARE). 

Экспрессия рекомбинантных белков His6(ResD и
His6(ResE (1(195). Ночную культуру E. coli, транс�
формированного плазмидой для сверхэкспрессии,
разводили в 100 раз в среде LB, содержащей селек�
тивные антибиотики. Клетки выращивали в 4.0 л
среды при 37°C до ОП590 0.4–0.6 при интенсив�

ной аэрации. Экспрессию His6�ResD и His6�ResE
(1�195) индуцировали, добавляя изопропилтиога�
лактопиранозид (ИПТГ) до конечной концентра�
ции 200–500 мкМ и дальнейшее культивирование
продолжали при 18°C в течение 18 ч. После инку�
бации клетки отделяли центрифугированием на
центрифуге Beckman J2�21 (США) 30 мин при
10000 g и хранили при –70°С.

Экспрессия рекомбинантных белков His6(Ub(
ResD и His6(Ub(ResE (1(195). Для экспрессии ре�
комбинантных белков His6�Ub�ResD и His6�Ub�
ResЕ (1�195) клетки выращивали в 2.0 л среды LB,
содержащей ампицилин (100 мкг/мл) при 37°C до
достижения культурой ОП590 = 0.6–0.7. Затем син�
тез белков индуцировали добавлением 500 мкМ
ИПТГ и культивировали в течение 4 ч. Клетки
осаждали 20 мин при 10000 g на центрифуге Beck�
man J2�21 (Германия) и хранили при –70°С.

Очистка рекомбинантных белков. Белки His6�
ResD, His6�ResE (1�195), His6�Ub�ResD и His6�
Ub�ResE (1�195) очищали методом металл�хелат�
ной хроматографии на Ni�NTA�агарозе (“BioRad”,
США) из штаммов�суперпродуцентов E. coli (таб�
лица), согласно рекомендациям фирмы “Qiagen”
(США) с небольшими изменениями. Рекомби�
нантная гистидинкиназа ResE в обоих случаях не
несет 195 аминокислотных остатков на N�конце.

Белки His6�ResD и His6�ResE(1�195) очищали
несколькими способами с применением буферов
A, B, C или D. Буфер A содержал 50 мМ трис�HCl,
рН 7.5, 0.5 М NaCl, 10 мМ имидазол. Буфер B со�
держал 50 мМ трис�HCl, рН 7.5, 0.5 М NaCl,
10 мМ имидазол, 5 мМ β�меркаптоэтанол, 0.3%
тритон Х�100. Буфер C содержал 50 мМ NaH2PO4,
pH 7.5, 600 мМ NaCl, 5 мМ β�меркаптоэтанол,
10 мМ имидазол. Буфер D имел тот же состав, что и
буфер A, но с добавлением ДНКазы I (200 мкг/мл) и
1 мМ ингибитора протеаз фенилметилсульфо�
нилфторида (ФМСФ). При выделении белков
His6�Ub�ResD и His6�Ub�ResE(1�195) использова�
ли только буфер А. His6�ResD и His6�Ub�ResD
диализовали против буферa E (25 мМ трис�HCl,
рH 7.5, 150 мМ NaCl, 50%�ный глицерин). Рас�
творы очищенных белков His6�ResE и His6�Ub�
ResE диализовали против буфера F, содержавше�
го 25 мМ трис�HCl (рН 7.5), 150 мМ NaCl, 1 мМ
MgCl2, 50%�ный глицерин. 

На первом этапе очистки 5 г сырой массы кле�
ток E. coli ресуспендировали в 20 мл соответствую�
щего буфера с добавлением лизоцима (10 мг/мл) и
инкубировали во льду 30 мин. Клетки разрушали
на ультразвуковом дезинтеграторе “MSE” (Англия)
в следующем режиме: 6 циклов по 15 с с интервала�
ми между циклами 1 мин при мощности 150 W и ча�
стоте ультразвука 10 кГц. Гомогенат центрифугиро�
вали в течение 1 ч при 10000 g и 4°С. Cупернатант
наносили на колонку с 1 мл Ni2+�нитрилтриаце�
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татной агарозы (Ni�NTA, “Sigma”, США), пред�
варительно уравновешенную соответствующим
буфером А. После промывания колонки 10 об. ис�
ходного буфера А связавшиеся белки элюировали
ступенчатым градиентом концентрации имида�
зола (20, 50, 100, 150 и 250 мМ). Белковые фрак�
ции анализировали при помощи электрофореза в
12� или 15%�ном ПААГ в денатурирующих усло�
виях по методу Лэмли [18]. Для удаления полиги�
стидиновой аффинной метки рекомбинантные
белки инкубировали с TEV�протеазой (в моляр�
ном соотношении 1 : 10) в течение 12 ч в буфере
для диализа (буферы E и F). Очистку TEV� проте�
азы проводили как описано в работе [15]. Фрак�
ции, содержащие искомые белки, объединяли и
диализовали против буфера E� для ResD, и буфе�
ра F� для ResE(1�195), и хранили при –20°С.

Очистка рекомбинантных белков His6(Ub(ResD
и His6(Ub(ResE (1(195). His6�Ub�ResD и His6�Ub�
ResE (1�195) выделяли из суперпродуцентов E. coli
согласно рекомендациям фирмы “Qiagen” с не�
большими изменениями, используя буфер А. Для
удаления полигистидиновой метки и убиквитина
растворы белков инкубировали с деубиквитина�
зой Usp2�cc в молярном соотношении 1 : 10 в те�
чение ночи в буфере E для диализа. Выделение и
очистку Usp2�cc проводили согласно рекоменда�
циям [13].

Концентрацию белков определяли спектрофо�
тометрическим методом, исходя из коэффициен�
та экстинкции, расчитанного при помощи про�
граммы Peptide Property Calculator (http://www.basic.
northwestern.edu/biotools/proteincalc.html), исполь�
зуя реактив Брэдфорд.

Фосфорилирование ResD гистидинкиназой ResE.
Реакцию фосфорилирования ResD проводили в
присутствии AТФ. ResD (9.6 мкM) и/или ResE
(1�195) (5.9 мкM) инкубировали с 1 мкКю [γ�32P]�
ATФ при комнатной температуре в течение 15 мин
в буфере, содержащем 50 мM трис�HCl, pH 7.5,
50 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 10%�ный глицерин, 4 мM
дитиотреитол (ДТТ) и 4 мM MgCl2. Реакцию оста�
навливали, добавляя к образцу денатурирующий
буфер для электрофореза. Образцы анализировали
с помощью электрофореза в денатурирующих
условиях по методу Лэмли [18]. Гель экспониро�
вали с рентгеновской пленкой “Retina” (Герма�
ния) в течение ночи.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Работы, посвященные изучению рекомбинант�
ных белков ResD и ResE B. subtilis, показали, что
очистка этих белков сопряжена со значительными
трудностями, которые заключались как в низком
выходе продуктов, так и в их низкой растворимо�
сти, поэтому авторы применяли очистку белков в
денатурирующих условиях, а также слияние с

другими белками и аффинную хроматографию
[19]. При очистке белков ResD и ResE другого ви�
да бацилл – B. cereus, могли возникнуть те же
трудности. Анализ последовательностей генов
resD и resE B. cereus с помощью программы JCAT
(Codon Adaptation Tool) (www.jcat.de) выявил низ�
кое совпадение по частоте используемых кодонов
по сравнению с E. coli: индекс CAI (Codon Adap�
tation Index), составил 0.63 и 0.37 для resD и resE
соответственно. Полученные значения указыва�
ют на то, что использование системы трансляции
E. coli может снижать общий выход и нарушать
правильный фолдинг этих белков. В данной рабо�
те нами были предложены оптимальные условия
для экспрессии и очистки белков двухкомпонент�
ной системы ResD�ResE B. cereus в одну стадию. 

Получение и очистка белков ResD и ResE. Для
выбора оптимальной системы экспрессии генов
resD и resE B. cereus были созданы плазмидные
векторы, содержащие открытые рамки считыва�
ния генов resD и resE: pET19mod�resD, pQE30�
resD, pHUE�resD, pET19mod�resE, pQE30�resE,
pHUE�resE. Системы экспрессии pET19mod и
pQE30, экспрессирующие рекомбинантные бел�
ки под контролем промоторов бактериофагов T7
и T5 соответственно, хорошо себя зарекомендо�
вали и широко применяются для очистки белков
из E. coli. В системах экспрессии на основе векто�
ров серии pQE выход целевого белка обычно ни�
же, чем в системах на основе pET, поскольку
мРНК синтезируется РНК�полимеразой E. coli, а
не как в системах pET – за счет РНК�полимеразы
бактериофага Т7, которая в приблизительно в
3 раза эффективнее РНК�полимеразы E. coli. Од�
нако соответствие уровня транскрипции уровню
трансляции иногда необходимо для правильного
фолдинга белка и в таких случаях системы на основе
pQE более выигрышны. pHUE – относительно но�
вая система, которая позволяет получить в результа�
те экспрессии гена гибридный белок, слитый с
убиквитином, что часто позволяет повышать рас�
творимость труднорастворимых белков [13, 20, 21]. 

При экспрессии белков ResD и ResE с помощью
классических систем экспрессии (pET19mod и
pQE30) нами был проведен скрининг штаммов�
продуцентов, для которых были оптимизирова�
ны концентрации индуктора ИПТГ и температу�
ра культивирования. Кроме того, в качестве хо�
зяина дополнительно тестировали штаммы
E. coli, несущие системы коэкспрессии шаперо�
на GroE pT�GroE, для солюбилизации белков и
системы pLacIRARE для восполнения редких
тРНК (рис. 1). В результате проведенных экспери�
ментов выяснилось, что наибольший выход белка
ResD получен у штамма HMS174(DE3)/pLacIRARE
(рис. 1, дорожки 4 и 5), а белка ResE – у штамма
HMS174(DE3) (рис. 1, дорожки 13 и 14). В этих оп�
тимальных условиях максимальный выход белков
составил 0.1 мг на 1.0 г (сырой массы) клеток. При
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этом более 90% белка находилось в “тельцах
включения”. Снижение температуры выращива�
ния до 16–18°C и концентрации ИПТГ до
0.05 мМ не привели к увеличению растворимости
исследуемых белков, так же, как и введение в клет�
ки дополнительной плазмиды pT�GroE (рис. 1). 

Оптимизация состава буферов для выделения
рекомбинантных белков посредством металл�хе�
латной хроматографии не привела к повышению
растворимости белков. Кроме того, полагая, что
ResD может связываться с ДНК и поэтому его вы�
ход может снижаться, очистка этого белка была
проведена в буфере D, содержащем ДНКазу. Тем
не менее, выход целевого продукта увеличивался

только в 2 раза и составлял 0.2–0.4 мг на 1.0 г (сы�
рой массы) клеток. 

Напротив, при экспрессии генов resD и resE в
убиквитиновой системе pHUE все исследован�
ные штаммы имели высокие выходы раствори�
мых белков, по сравнению классическими экс�
прессионными системами вне зависимости от
штамма–продуцента. Поскольку между штамма�
ми–продуцентами не было существенных разли�
чий, в дальнейшей работе использовали штамм
HMS174(DE3). Индукция экспрессии клониро�
ванных генов 0.5–1.0 мМ ИПТГ в штаммах с

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

+– +– +– +– +– +– +– +– +– +– +–

Рис. 1. Электрофоретическое разделение общих белков клеток различных экспрессионных штаммов E. coli в 15%�ном
ПААГ. “–” – до внесения индуктора, “+” – после добавления 0.5 мМ ИПТГ c последующей инкубацией в течениe 18 ч
при 18°С в среде LB. 1, 10 – маркер молекулярной массы “Fermentas” (14.4–116 кДа); 2, 3 – BL21(DE3)/pLacIR�
ARE/pET19mod�resD; 4, 5 – HMS174(DE3)/pLacIRARE/pET19mod�resD; 6, 7 – M15/pREP4/pQE30�resD; 8, 9 –
C41(DE3)/pLacIRARE/pET19mod�resD; 11, 12 – HMS174(DE3)/pTGroE/pET19mod�resD; 13, 14 –
HMS174(DE3)/pLacIRARE/pET19mod�resE; 15, 16 – BL21(DE3)/pLacIRARE/pET19mod�resE; 17, 18 –
M15/pREP4/pQE30�resE; 19, 20 – C41 (DE3)/pLacIRARE/pET19mod�resE; 21, 22 – BL21(DE3)/pTGroE/pET19mod�
resE; 23, 24 – HMS174(DE3) /pTGroE/pET19mod�resE. 
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Рис. 2. Электрофореграммы препаратов очищенных
рекомбинантных белков His6�ResD в буфере D из
штамма HMS174(DE3)/pLacIRARE/pET19mod�resD
в 12%�ном ПААГ. 1 – маркер молекулярной массы
“Fermentas” (14.4–116 кДа); 2 – препарат ResD; 3 –
препарат ResE (1�195).
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Рис. 3. Электрофоретическое разделение в 12%�ном
ПААГ общих белков клеток экспрессионных штам�
мов E. coli HMS174(DE3)/pHUE�Ub�resD (а) и
HMS174(DE3)/pHUE�Ub�resE (б). 1 – маркер моле�
кулярной массы, “–” 2 – до внесения индуктора, “+”
3 – после добавления 1.0 мМ ИПТГ c последующей
инкубацией в течениe 4 ч при 37°С в среде LB.
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плазмидами pHUE�resD или pHUE�resE обеспе�
чила успешную продукцию рекомбинантных бел�
ков при 37°С, причем до 80–95% целевых белков
находились в растворимой фракции. 

При последующей очистке белков ResD и
ResE аффинной хроматографией были получены
электрофоретически гомогенные препараты ис�
следуемых белков с молекулярными массами 27 и
46 кДа соответственно, что полностью совпадало
с расчетами (рис. 3, 4). Выход целевых белков со�
ставил около 200 мг белка на 1.0 г (сырой массы)
клеток, что в 1000 раз выше, чем в случае исполь�
зования классических систем.

Увеличение количества экспрессируемых
ResD и ResE в системе pHUE можно объяснить
следующими причинами. Во�первых, добавление
убиквитина на N�конце белка может повышать
эффективность трансляции и стабилизировать
структуру белка, который перестает быть мише�
нью для внутриклеточных протеаз, так как сам
убиквитин устойчив к их действию [21]. Во�вто�

рых, убиквитин способен выполнять функцию
шаперона и обеспечивать правильную посттранс�
ляционную сборку белка. В�третьих, убиквитин
хорошо растворим в воде и не содержит цистеино�
вых остатков, что способствует повышению рас�
творимости рекомбинантного полипептида по�
средством изменения поверхностного заряда бел�
ковой глобулы [22–24]. 

Фосфорилирование ResE и ResD. Еще одним
возможным достоинством убиквитиновой систе�
мы является получение белков без аффинных ме�
ток при помощи обработки деубиквитинирую�
щим ферментом. При этом исключается влия�
ние дополнительных аминокислотных остатков
на активность белков. Для подтверждения того,
что выделенные белки обладали функциональ�
ной активностью, была проведена реакция авто�
фосфорилирования ResE в присутствии [γ�32P]�
АТФ, а также реакция фосфорилирования ResD
в присутствии гистидинкиназы ResE. Очищен�
ный препарат белка ResE проявлял ожидаемую
автофосфорилирующую активность, а также
фосфорилировал ResD (рис. 5). Полученные ре�
зультаты согласуются с ранее полученными дан�
ными по фосфорилированию белков системы
ResD� ResE у B. subtilis [26].

Предлагаемый подход к экспрессии рекомби�
нантных генов resD и resE впервые позволил зна�
чительно ее увеличить, что привело также к уве�
личению выхода целевых продуктов по сравне�
нию с “классическими методами” до 150 мг белка
на 1 г (сырой биомассы). Кроме того, это дало
возможность очистить белки двухкомпонентной
системы в одну стадию, не прибегая к ренатура�
ции полипептидов из “телец включения”. Уста�
новлено, что очищенные таким способом белки
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Рис. 4. Электрофоретическое разделение в 12%�ном денатурирующем ПААГ белковых фракций, содержащих реком�
бинантные белки His6�Ub�ResD (а) и His6�Ub�ResЕ (б), в ходе очистки на Ni2+�NTA�агарозе. а – выделение His6�Ub�
ResD в буфере А: 1 – маркер молекулярной массы; 2 – индукция; 3 – растворимая фракция; 4 – супернатант, фракций
содержащих 30 мМ имидазол, 5 – 40 мМ имидазол; 6 – 50 мМ имидазол; 7 – 100 мМ имидазол (38.1 кДа); 8, 9 –200 мМ
имидазол. б – выделение белка His6�Ub�ResЕ в буфере А (56.6 кДа): 1 – маркер молекулярной массы; 2 – индукция;
3 – растворимая фракция; 4 – фракции, содержащие 50 мМ имидазол; 5 – 100 мМ имидазол; 6 – 200 мМ имидазол.

1 2

Рис. 5. Фосфорилирование ResD гистидинкиназой
ResE (1�195). 1 – автофосфорилирование гистидин�
киназы ResE в присутствии радиоактивно меченого
[γ�32P]�ATФ, 2 – перенос фоcфорильной группы с ги�
стидинкиназы на регулятор ResD.
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ResD и ResE обладали биологической активно�
стью. Полученные результаты могут найти при�
менение при изучении не только белков системы
ResDE, но и других труднорастворимых белков. 
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Purification of Recombinant Bacillus cereus ResD�ResE Proteins 
Expressed in Escherichia coli Strains
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Abstract—Recombinant E. coli strains expressing the Bacillus cereus ATCC 14579T resD and resE genes fused
with the ubiquitin gene were constructed, and purification of the ResD and ResE proteins was performed.
The approach used in the study allowed us to increase the protein yield of the electrophoretic homogeneous
ResD and ResE proteins without denaturation steps up to 150 mg per gram of wet cell weight.
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