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В бактериальных клетках в процессе роста обра�
зуются неправильно собранные и денатурирован�
ные белки, количество которых значительно воз�
растает в условиях стресса, а также при суперпро�
дукции гетерологичных белков. В результате в
клетке образуются нерастворимые белковые агрега�
ты и даже так называемые “тела включения”, что
приводит к инактивации бактерий [1]. В бактериях
Escherichia coli процессы дезагрегации и восстанов�
ления нативной структуры (рефолдинга) белков
связаны с активностью АТР�зависимой бишапе�
ронной системы DnaKJE�ClpB [2–4].

При этом рефолдинг белков осуществляет ком�
плекс DnaKJE (DnaK�DnaJ�GrpE), а шаперон ClpB
(принадлежащий семейству Hsp100) активно участ�
вует в процессе дезагрегации, особенно крупных
белковых агрегатов [4, 5].

Малые белки�шапероны IbpA и IbpB (принадле�
жащие семейству АТР�независимых шаперонов
sHsp) образуют комплексы с белковыми агрегата�
ми, что приводит к ускорению дезагрегации, при�
чем в рефолдинге, как таковом, IbpAB�шапероны
не участвуют [6–9]. Согласно данным, полученным
в опытах in vitro, присутствие IbpAB в смеси с бел�
ком�субстратом защищает белки от термоденатура�
ции, снижая уровень агрегации, что фиксируется
методом светорассеяния [8]. Интересно, что при
проведении подобного опыта с шапероном ClpA
также наблюдается эффект защиты белка�субстрата
(малатдегидрогеназы и светлячковой люциферазы)
от термоагрегации [10].

Показано [11], что in vitro в присутствии белка
ClpA в процессе термоинактивации люциферазы
светлячка DnaKJE�зависимый рефолдинг проходит
с высокой эффективностью и практически отсут�
ствует, если термоинактивацию фермента прово�
дить без ClpA. Недавно мы показали, что в бактери�
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альной клетке белок ClpA значительно влияет на
уровень DnaKJE�рефолдинга термоинактивиро�
ванной бактериальной люциферазы. Это влияние
тем сильнее, чем продолжительнее время инкуба�
ции клеток при высокой температуре, т.е. в услови�
ях, когда термоинактивированные белки формиру�
ют агрегаты все большего размера [12]. 

Представляло интерес сравнить влияние шапе�
ронов IbpAB и ClpA на DnaKJE�зависимый рефол�
динг денатурированных белков и оценить возмож�
ность компенсации недостатка шаперона ClpA ма�
лыми шаперонами IbpAB. В представленной работе
мы сравнили влияние малых белков�шаперонов
IbpAB и шаперона ClpA на DnaKJE�зависимый ре�
фолдинг термоинактивированных ферментов (бак�
териальных люцифераз) в клетках E. coli. Оказалось,
что основной вклад в усиление эффективности ре�
фолдинга вносит белок IbpB, а избыток белков
IbpAB в клетке не компенсирует дефект в гене clpA. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы и плазмиды. Штаммы
E. coli K12 SG20250 ΔlacU169 araD flbB relA и SG22199
clpA::kan (остальные маркеры, как у SG20250) полу�
чены от S. Gottesman и Y. Zhou, США [13]. Мутант�
ный штамм MG1655 clpA::kan сконструирован с ис�
пользованием переноса мутантного гена из генома
штамма SG22099 с помощью P1�трансдукции со�
гласно [14]. 

Штаммы E. coli K12 BW25113 rmB3ΔlacX4787
hadR5114 Δ(araBAD)567 Δ(rhaBAD)568 rph$1 и его
мутанты JW3664 ibpA::kan, JW3663 ibpB::kan, JW0013
dnaK::kan (остальные маркеры, как у исходного
BW25113) – из “Keio collection” – получены от
С.В. Машко (Закрытое Акционерное Общество
“Научно�исследовательский институт Аджиномо�
то�Генетика”, Москва). 

Клетки растили в жидкой или агаризованной сре�
де Луриа�Бертани (LB) с добавлением соответствую�
щих антибиотиков (ампициллин – 100 мкг/мл, кана�
мицин – 40 мкг/ мл, хлорамфеникол – 15 мкг/мл)
при 30°C.

Векторы pUC19, pTZ57R (“Fermentas UAB”). Ги�
бридная плазмида pF2 с генами luxAB Aliivibrio fis$
cheri, расположенными под промотором Plac, полу�
чена в результате переклонирования в вектор
pUC19 фрагмента ДНК XhoI–SalI из плазмиды pF1,
содержащей полный lux�оперон A. fischeri [15].

Гибридная плазмида pOMIbpAB Cmr, содержа�
щая гены ibpAB, расположенные под промотором
PltetO$1, сконструирована с использованием следую�
щих праймеров:

IbpAD, 5'�gtcaggagctattgattatgcgta�3'; 

IbpBR, 5'�gttagctatttaacgcgggac�3'. 

Амплифицированный фрагмент ДНК встраивали
в вектор pTZ57R по сайту EcoRV. Далее фрагмент

ДНК переклонировали по сайтам KpnI–ApaI в
вектор pZS33 Cmr под промотор PltetO$1. Вектор
pZS33 содержит репликон pSC101 (8–10 копий на
клетку) и промотор PltetO$1, состоящий из промо�
торной части Pl из генома фага λ и операторной
части tetO2 из регуляторной области оперона тет�
рациклинустойчивости транспозона Tn10 [16]. 

Среды, ферменты, реактивы. В опытах с клони�
рованием культуры выращивали на среде LB и LB�
агаре. Реакции расщепления и лигирования прово�
дили с помощью ферментов фирмы “Fermentas
UAB” (Литва). В качестве субстрата люциферазы
использовали н�деканаль (“Sigma”). 

Измерение интенсивности биолюминесценции.
Бактериальные люциферазы (E) катализируют ре�
акцию окисления алифатического альдегида
(RCHO) кислородом воздуха (О2) при участии вос�
становленного флавинмононуклеотида (FMNH2):

FMNH2 + RCHO + O2 = 
= FMN + RCOOH + H2O + hν (490 нм).

Интенсивность биолюминесценции (мкВ) сус�
пензии клеток (200 мкл) измеряли на люминометре
LMA01 (“Beckman”) с добавлением в качестве суб�
страта реакции н�деканаля (3 мкл 0.001%�го спир�
тового раствора) при комнатной температуре.

Термоинактивация и рефолдинг люциферазы. Тер�
моинактивацию люциферазы проводили в водяной
бане при фиксированной температуре [17]. К сус�
пензии клеток для ингибирования синтеза белка до�
бавляли хлорамфеникол в концентрации 167 мкг/мл.
Рефолдинг люцифераз проводили при комнатной
температуре [17]. Через определенные интервалы
времени отбирали пробу (200 мкл) и сразу после до�
бавления н�деканаля (субстрат люциферазной реак�
ции) измеряли интенсивность биолюминесценции. 

Предварительный “тепловой шок” проводили,
инкубируя клетки E. coli в среде LB в термостате при
42°С в течение 30 мин без добавления хлорамфени�
кола.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рефолдинг термоинактивированной люциферазы 
в бактериях E. coli, мутантных 

по генам ibpA и ibpB

Кинетику и уровень рефолдинга термоинакти�
вированных люцифераз измеряли in vivo в клетках
E. coli K12 BW25113 ibpA+ ibpB+ dnaK+, JW3664
ibpA::kan, JW3663 ibpB::kan и JW0013 dnaK::kan, со�
держащих гибридную плазмиду pF2 с генами luxAB,
кодирующими α� и β�субъединицы люциферазы
A. fischeri. Бактерии росли при 30°С с аэрацией до
OD = 0.4–0.5 и с последующей инкубацией при
42°С в течение 30 мин для индукции белков “тепло�
вого шока”. 
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Затем к суспензии клеток для ингибирования син�
теза белка добавляли хлорамфеникол (167 мкг/мл) и
переносили в водяную баню при температуре 46°C
для инактивации люциферазы. Рефолдинг термои�
нактивированной люциферазы проводили при
комнатной температуре. На рис. 1 приведены кине�
тические кривые зависимости уровня рефолдинга
(ренатурации) люциферазы A. fischeri (в % от исход�
ного уровня) от времени инкубации при температу�
ре 20°С. Отметим, что в клетках мутантного штамма
JW0013 dnaK::kan рефолдинг белка полностью от�
сутствует. В клетках E. coli BW25113 dnaK+ ibpAB+

происходит быстрый и практически полный рефол�
динг – до 80–90% от исходного уровня, если время
термоинактивации при 46°С равно 5 мин (рис. 1а).
При термоинактивации в течение 60 мин при 46°С
уровень рефолдинга снижается примерно в 2 раза
(рис. 1б). Иная картина наблюдается в случае
мутантных штаммов JW3663 ibpB::kan и JW3664
ibpA::kan. Как видно из данных, представленных
на рис. 1, процесс рефолдинга замедляется, снижа�
ется также уровень рефолдинга, что особенно про�
является при термоинактивации в течение 60 мин.
Видно также, что мутантные штаммы различаются
по способности к рефолдингу люциферазы: у штам�
ма JW3663 ibpB::kan замедление скорости и сниже�
ние уровня рефолдинга выражены значительно
сильнее, чем у штамма JW3664 ibpA::kan.

Введение в мутантные клетки JW3663 ibpB::kan и
JW3664 ibpA::kan плазмиды pOMIbpAB (вектор
pZS33, содержащий гены ibpAB под промотором
PltetO$1) полностью компенсирует дефекты генома и
даже так усиливает процесс рефолдинга, что он пре�
вышает уровень, наблюдаемый в штамме дикого

типа, и, по�видимому, определяется копийностью
плазмиды (рис. 2).

Рефолдинг термоинактивированной люциферазы
в бактериях E. coli clpA:kan и E. coli clpA:kan 

(pOMibpAB)

На рис. 3 приведены кинетические кривые рена�
турации люциферазы A. fischeri (в %% от исходного
уровня) в зависимости от времени инкубации при
температуре 20°С в клетках E. coli MG1655 clpA+ и
MG1655 clpA::kan.

Как видим, при длительной термоинактивации
при 46°С (60 мин) уровень рефолдинга люциферазы
в мутантном штамме MG1655 clpA::kan значительно
ниже, чем в штамме MG1655 clpA+. Этот результат
соответствует ранее полученным данным о важно�
сти шаперона ClpA для рефолдинга белков при про�
должительной инкубации клеток при высокой тем�
пературе [12]. 

Можно было предположить, что при сходных
эффектах (защита белков�субстратов от агрегации)
ClpA и IbpAB, фиксируемых в опытах in vitro [5–8],
малые шапероны IbpAB способны компенсировать
дефект клетки по гену clpA. Однако, как это пред�
ставлено на рис. 3, присутствие в мутантных по гену
clpA клетках E. coli MG1655 clpA::kan плазмиды
pOMIbpAB не повысило эффективность рефолдинга
длительно термоинактивированной люциферазы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В опытах in vitro с использованием в качестве
субстрата малатдегидрогеназы (MDH) и люцифера�
зы светлячка показана необходимость в присут�
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Рис. 1. Влияние мутаций ibpA::kan и ibpB::kan на кинетику и уровень DnaKJE�зависимого рефолдинга термоинакти�
вированной люциферазы A. fischeri. Кинетика рефолдинга люциферазы A. fischeri в клетках E. coli после 5 мин (а) и
60 мин (б) инкубации клеток при температуре 46°С. По оси ординат отложена активность люциферазы (в процентах
от исходного уровня), по оси абсцисс – время рефолдинга люциферазы при 20°С. (�) – BW25113 ibpA+ ibpB+ dnaK+;
(�) – JW3664 ibpA::kan; (�) – JW3663 ibpB::kan; (+) – JW0013 dnaK::kan.
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ствии шаперонов ClpA и IbpAB в смеси с белком�
субстратом во время термоинактивации для после�
дующего успешного рефолдинга фермента, осу�
ществляемого системой DnaKJE [9, 11]. 

В опытах in vivo результаты были следующими:
1) бактерии, мутантные по генам clpA или ibpAB,

характеризуются небольшой задержкой роста на
ранней стадии экспоненциальной фазы [18];

2) в клетках, в геноме которых делетирован опе�
рон ibpAB, примерно в 2 раза увеличивается содер�
жание внутриклеточных белков в нерастворимой
фракции и замедляется процесс дезагрегации, осу�
ществляемый системой DnaKJE�ClpB [8, 19];

3) в клетках, мутантных по гену clpA, не увеличи�
вается содержание агрегированных форм эндоген�
ных белков [10], однако при длительном выдержи�
вании клеток при высокой температуре (46°С) уро�
вень DnaKJE�зависимого рефолдинга люциферазы
снижается [12].

В настоящей работе мы показали, что малые ша�
пероны IbpA и IbpB обеспечивают in vivo в клетках
E. coli повышенный уровень DnaKJE�зависимого
рефолдинга денатурированных белков – бактери�
альных люцифераз.

Показано, что недостаток шаперона IbpB силь�
нее влияет на эффективность рефолдинга, чем не�
достаток IbpA. Отметим, что в опытах по DnaKJE�
зависимому рефолдингу, проводимых in vitro, срав�
нить активности белков IbpA и IbpB не удалось, так
как лишь IbpB смогли выделить в растворимой фор�
ме, удобной для проведения эксперимента [20]. 

В опытах с термоинактивацией белков�субстра�
тов с последующим рефолдингом системой
DnaKJE, проведенных in vitro, шапероны IbpAB и

ClpA действуют сходным образом, а именно, защи�
щают от термоагрегации [10, 11]. Однако согласно
данным, представленным на рис. 3, шапероны IbpAB
не способны компенсировать недостаток ClpA у
бактерий, мутантных по гену clpA, в процессе
DnaKJE�зависимого рефолдинга. В качестве рабо�
чей гипотезы можно предположить, что шапероны
IbpAB и ClpA действуют на разных этапах процес�
сов дезагрегации и ренатурации белков. Малые ша�
пероны IbpAB формируют комплексы с денатури�

100

80

60

40

20

0

–20
0 5 10 15 20 25 30 35

а

А
к

ти
вн

о
ст

ь,
 %

100

80

60

40

20

0

–20
0 5 10 15 20 25 30 35

б

t, мин

Рис. 2. Влияние плазмиды pOMibpAB на кинетику и уровень DnaKJE�зависимого рефолдинга термоинактивирован�
ной люциферазы A. fischeri. Кинетика рефолдинга люциферазы A. fischeri после 60 мин инкубации клеток при темпе�
ратуре 46°С в E. coli JW3664 ibpA::kan (а) и JW3663 ibpB::kan (б). По оси ординат отложена активность люциферазы (в
процентах от исходного уровня), по оси абсцисс – время рефолдинга люциферазы при 20°С. (�) – BW25113 ibpA+

ibpB+ dnaK+(pF2); (�) – JW3664 ibpA::kan (pF2); (�) – JW3664 ibpA::kan (pF2, pOMibpAB); (�) – JW3663 ibpB::kan (pF2,
pOMibpAB); ( ) – JW3663 ibpB::kan (pF2).
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Рис. 3. Влияние плазмиды pOMibpAB на кинетику и уро�
вень DnaKJE�зависимого рефолдинга термоинактиви�
рованной люциферазы A. fischeri в клетках MG1655 clpA+

и MG1655 clpA::kan после 60 мин инкубации клеток при
температуре 46°С. По оси ординат отложена активность
люциферазы (в процентах от исходного уровня), по оси
абсцисс – время рефолдинга люциферазы при 20°С.
(�) – MG1655 clpA+; (�) – MG1655 clpA::kan; (�) –
MG1655 clpA::kan + pOMibpAB.
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рованными белками уже на ранней стадии во время
инкубации клеток при высокой температуре [6–8].
По�видимому, присутствие малых шаперонов
IbpAB в агрегатах совместно с белком�субстратом
снижает энергию взаимодействия между белками и
тем самым обеспечивает повышенную способность
системы DnaKJE проводить дезагрегацию субстра�
та и рефолдинг.

В связи с тем, что влияние шаперона ClpA на ре�
фолдинг проявляется лишь при длительной инкуба�
ции клеток при высокой температуре [12], т.е. при
условии, когда термоинактивированные белки фор�
мируют агрегаты все большего размера, можно пред�
положить, что шапероны ClpA взаимодействуют с
очень крупными агрегатами, снижая энергию взаи�
модействия между их частями. 

Отметим, что белки ClpA синтезируются в клет�
ке в значительно меньшем (примерно в 100 раз) ко�
личестве (100 молекул на клетку) по сравнению с
белками DnaK, ClpB, IbpAB, гены которых экс�
прессируются при “тепловом шоке” [2]. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
ФЦП “Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России” на 2009–2013 гг. (государ�
ственные контракты № 14.740.11.0626 и № П1070) и
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (грант № 10�04�00541�а).
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