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В цитоплазме бактериальной клетки в процессах
фолдинга и рефолдинга белков участвуют несколь�
ко групп АТР�зависимых шаперонов: GroEL/ES,
DnaKJE, ClpAB [1–3]. Предполагалось, что основ�
ная функция АТР�независимого шаперона – Триг�
гер Фактора (ТФ) – состоит в сборке (фолдинге)
вновь синтезируемой полипептидной цепи и тесно
связана с работой рибосомы, с 50S субъединицей
которой ТФ формирует прочный комплекс [4, 5].

В клетках Escherichia coli ТФ экспрессируется
конститутивно в количестве, в 2–3 раза превыша�
ющем содержание рибосом (50 и 20 мкМ для ТФ
и рибосом соответственно) [6, 7]. Согласно ос�
новной схеме ТФ, локализованный в рибосоме на
месте высвобождения полипептидной цепи в ци�
топлазму, осуществляет первичную сборку белка,
завершают же процесс фолдинга шапероны
DnaKJE и GroEL/ES [8–10]. Однако было пока�
зано [11], что ТФ соочищается и стабильно ассо�
циирован с большим количеством цитоплазмати�
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Если у термолабильных люцифераз Aliivibrio fischeri и Photobacterium leiognathi максимальный уровень
ТФ�зависимого рефолдинга составляет 30–40%, то у люциферазы со средней термостабильностью
Vibrio harveyi он снижен до 10%, а у наиболее термостабильной люциферазы Photorhabdus luminescens
практически отсутствует. Изучено влияние бишаперонной системы DnaKJE�ClpB на эффективность
ТФ�зависимого рефолдинга. Показано, что компонент бишаперонной системы ClpB снижает эффек�
тивность действия ТФ: в клетках штамма E. coli clpB::kan ТФ�зависимый рефолдинг бактериальных
люцифераз протекает более эффективно, чем в штаммах E. coli clpB+.
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ческих полноразмерных полипептидных цепей.
Поэтому предположили, что ТФ участвует не толь�
ко в котрансляционном фолдинге полипептидной
цепи на рибосоме, но и в посттрансляционном про�
цессе сохранения (стабилизации) нативной струк�
туры белков, способствующем эффективному фор�
мированию третичной и четвертичной структур, в
частности, формированию зрелых рибосомных ча�
стиц. В настоящей работе измерена активность ТФ
как шаперона, участвующего в процессе рефолдин�
га термоинактивированных белков – бактериаль�
ных люцифераз в клетках E. coli.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы и плазмиды. Штаммы
E. coli K12 MG1655 (прототроф) и его делецион�
ный мутант PK202 ΔdnaK14 ΔdnaJ14 dksA::kan по�
лучены от E.A. Craig (США) [12]. Штаммы E. coli
K12 SG20250 ΔlacU169 araD flbB relA и SG22100
clpB::kan (остальные маркеры как у SG20250)
предоставлены S. Gottesman и Y. Zhou (США) [13]. 

Клетки растили в жидкой или агаризованной
среде Луриа�Бертани (LB) с добавлением соот�
ветствующих антибиотиков (ампициллин –
100 мкг/мл, канамицин – 40 мкг/ мл и хлорам�
феникол – 15 мкг/мл) при 28°C.

Гибридная плазмида pF2 с генами luxAB Ali$
ivibrio fischeri, расположенными под lac$промото�
ром, сконструирована в результате переклониро�
вания фрагмента ДНК XhoI–SalI из плазмиды
pF1, содержащей полный lux�оперон A. fischeri
[14]. Плазмида pLeo1 содержит гены luxCDABE
Photobacterium leiognathi под lac$промотором [15].
Плазмида pKlux содержит гены luxAB Vibrio har$
veyi [16]. Плазмида pXen4 с генами luxAB Photo$
rhabdus luminescens получена путем переклониро�
вания фрагмента ДНК XhoI–PstI из плазмиды
pXen7, содержащей полный lux�оперон P. lumine$
scens [17]. 

Плазмида pTf16 сконструирована на основе
вектора pACYC184, она содержит ген tig E. coli под
промотором araB. Плазмида pG�Tf2 содержит гены
gro и tig, расположенные под промотором Pzt1. Плаз�
мида pKJE7 содержит гены dnaKJE под контролем
промотора araB. Плазмиды pTf16, pG�Tf2 и pKJE7
получены из TAKARA BIO INC collection (Chape�
rone Plasmid Set; URL:http://www.takara�bio.co.jp). 

Измерение интенсивности биолюминесценции.
Бактериальные люциферазы катализируют реак�
цию окисления алифатического альдегида (RCHO)
кислородом воздуха (О2) при участии восстанов�
ленного флавинмононуклеотида (FMNH2):

FMNH2 + RCHO + O2 = FMN + RCOOH +
+ H2O + квант света ( λmax = 490 нм).

Интенсивность биолюминесценции суспензии
клеток (200 мкл) измеряли на люминометре

LM�01T (“Immunotech”) или Biotox 7 (OOO
“Ekon”) с добавлением в качестве субстрата реак�
ции 2 мкл 0.001%�го спиртового раствора н�декана�
ля (“Sigma”). В экспериментах с клетками E. coli
(pLeo1) добавление н�деканаля не требуется. Ин�
тенсивность биолюминесценции (в мкВ) измеряли
при комнатной температуре.

Термоинактивация и рефолдинг люцифераз. Тер�
моинактивацию люцифераз A. fischeri и P. leiognathi
проводили в водяной бане при 46°С, в течение
5 мин; люциферазы V. harveyi – при 46°С, 10 мин;
люциферазы P. luminescens – при 47°С в течение
15 мин. К суспензии клеток для ингибирования
синтеза белка добавляли хлорамфеникол в концен�
трации 167 мкг/мл. Рефолдинг люцифераз прово�
дили при 20–22°C. Через определенные интерва�
лы времени отбирали пробу (200 мкл) и сразу после
добавления н�деканаля (субстрат люциферазной
реакции) измеряли интенсивность биолюминес�
ценции. 

Предварительный “тепловой шок” проводи�
ли, инкубируя клетки E. coli в среде LB в термо�
стате при 42°С в течение 30 мин без добавления
хлорамфеникола.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Кинетика и уровень ТФ�зависимого рефолдинга 
термоинактивированных люцифераз

Кинетику и уровень ТФ�зависимого рефолдин�
га (далее ТФ�рефолдинг) термоинактивированной
люциферазы измеряли in vivo в клетках E. coli
PK202 ΔdnaKJ14 dksA::kan, содержащих гибрид�
ные плазмиды с генами luxAB (pF2) и с геном tig
(pTf16). Бактерии росли при 28°С до середины
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Рис. 1. Кинетика рефолдинга термоинактивирован�
ной люциферазы A. fischeri в клетках Escherichia coli
PK202 ΔdnaKJ14 dksA::kan. 1 – PK202 (pF2); 2 – PK202
(pF2, pTf16); 3 – PK202 (pF2, pKJE7). По оси ординат
отложена активность люциферазы (в процентах от
исходного уровня), по оси абсцисс – время рефол�
динга люциферазы при 20°С.
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экспоненциальной фазы, затем для ингибирова�
ния синтеза белка к суспензии клеток добавляли
хлорамфеникол (167 мкг/мл), а для инактивации
люциферазы клетки помещали на водяную баню
(46°С, 5 мин). Рефолдинг инактивированной лю�

циферазы проводили при температуре 22°C. На
рис. 1 приведена зависимость степени ренатура�
ции люциферазы A. fischeri (в %% от исходного) от
времени инкубации при 22°С. В клетках PK202
ΔdnaKJ14 dksA::kan в отсутствие плазмиды pTf16
рефолдинг люциферазы практически отсутствует
(не более 1%). Однако в присутствии плазмиды
pTf16 с геном tig, кодирующим ТФ, наблюдается
эффективный рефолдинг (до 40% от исходного
уровня). Для сравнения на рис. 1 представлена
кинетическая кривая DnaKJE�зависимого ре�
фолдинга (далее DnaKJE�рефолдинг) той же лю�
циферазы (клетки E. coli PK202 вместо pTf16 содер�
жат плазмиду pKJE7). Как видим, кинетические
кривые ТФ� и DnaKJE�рефолдинга значительно
различаются как по скорости восстановления на�
тивной структуры белка (DnaKJE�рефолдинг про�
исходит с значительно более высокой скоростью),
так и по максимальному уровню рефолдинга (40 и
80–90% при ТФ� и DnaKJE�рефолдинге соответ�
ственно).

Значительные различия выявлены также при
сравнении уровней ТФ� и DnaKJE�рефолдинга в
зависимости от внутриклеточной концентрации
шаперонов. Как показано ранее, с увеличением
концентрации шаперонов DnaKJE уровень ре�
фолдинга быстро возрастает, а затем выходит на
плато [18]. На рис. 2 представлена зависимость
максимального уровня ТФ�рефолдинга термои�
нактивированной люциферазы A. fischeri от кон�
центрации ангидротетрациклина – индуктора
тетрациклинового промотора, под которым в
плазмиде pG�Tf2 расположен ген tig, кодирую�
щий ТФ. Видно, что с увеличением в среде кон�
центрации индуктора (и соответственно, концен�
трации ТФ в клетке) уровень рефолдинга быстро
снижается практически до нуля.

Как показано нами ранее, эффективность
DnaKJE� рефолдинга снижается при увеличении
термостабильности люциферазы [19, 20]. На рис. 3
приведены кинетические кривые ренатурации
люцифераз, различающихся по термостабильно�
сти. Опыты проводили в штамме PK202, содержа�
щем pTf16 вместе с одной из перечисленных ниже
плазмид с генами luxAB, кодирующими люцифе�
разы с различной термочувствительностью, pF2
(A. fischeri), pLeo1 (P. leiognathi), pKLux (V. har$
veyi), pXen4 (P. luminescens). В случае DnaKJE�ре�
фолдинга термолабильные люциферазы A. fischeri
и P. leiognathi ренатурируют значительно полнее
(80–90% от исходного уровня), чем термоста�
бильные люциферазы V. harveyi (20–30%) и P. lu$
minescens (10%) [19, 20]. На рис. 3 представлены
кинетические кривые ТФ�рефолдинга данной
группы люцифераз в штамме PK202. Наблюдает�
ся такая же закономерность, как и в случае
DnaKJE�рефолдинга, т.е. с повышением термо�
стабильности люциферазы уровень ТФ�рефол�
динга снижается, причем у наиболее термоста�
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Рис. 2. Зависимость максимального уровня ТФ�ре�
фолдинга термоинактивированной люциферазы A. fis$
cheri от концентрации ангидротетрациклина. Клетки
E. coli PK202 dnaKJ14 dksA::kan (pF2, pG�Tf2) росли
при 28°С до середины экспоненциальной фазы, за�
тем к суспензии клеток добавили ангидротетрацик�
лин в различной концентрации, далее клетки инку�
бировали в течение еще 60 мин при 30°С. Для инги�
бирования синтеза белка к суспензии клеток
добавляли хлорамфеникол (167 мкг/мл), а для инак�
тивации люциферазы клетки помещали на водяную
баню (46°С, 5 мин). Рефолдинг инактивированной
люциферазы проводили при температуре 22°C. По
оси ординат отложена активность люциферазы (в
процентах от исходного уровня), по оси абсцисс –
концентрация ангидротетрациклина (нг/мл).
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Рис. 3. Кинетика ТФ�рефолдинга термоинактивиро�
ванных люцифераз в клетках E. coli PK202 dnaKJ14
dksA::kan (pTf16). 1 – A. fischeri; 2 – P. leiognathi; 3 –
V. harveyi; 4 – P. luminescens.
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бильной люциферазы P. luminescens уровень ре�
фолдинга падает практически до нуля. 

Влияние шаперона ClpB на ТФ�рефолдинг 
бактериальных люцифераз

ТФ�рефолдинг можно фиксировать в клетках
дикого типа, т.е. содержащих активную систему
шаперонов DnaKJE. На рис. 4а представлены
кривые ренатурации люциферазы A. fischeri в от�
сутствие и в присутствии плазмиды pTf16 в клет�
ках E coli SG20250 dnaKJE+. В данном опыте ис�
пользовали клетки, выросшие при 28°С до ран�
ней экспоненциальной фазы, т.е. когда в клетке
синтезируется небольшое количество шаперонов
системы DnaKJE. При этом условии в клетках в от�
сутствие гена tig максимальный уровень DnaKJE�
рефолдинга составляет примерно 15% от исходно�
го. Однако в присутствии плазмиды pTf16 макси�
мальный уровень рефолдинга повышается до 30%,
что примерно в 2 раза превышает уровень DnaKJE�
рефолдинга. 

Как известно, система DnaKJE действует в
клетке в комплексе с шапероном ClpB (бишапе�
ронная система DnaKJE�ClpB) [21]. Мы оценили
влияние шаперона ClpB на DnaKJE� и ТФ�ре�
фолдинг, измеряя кинетику и уровень рефолдин�
га термоинактивированной люциферазы в клет�
ках SG22100, мутантных по гену clpB (рис. 4б).
Как видим, в отличие от системы DnaKJE, в кото�
рой шаперон ClpB помогает проводить рефолдинг
(рис. 4в), шаперон ClpB снижает уровень ТФ�ре�
фолдинга: в клетках, мутантных по гену clpB, мак�
симальный уровень ТФ�рефолдинга составляет
60%, что примерно на порядок превышает уровень
DnaKJE�рефолдинга в этих клетках (6%). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В штамме PK202 ΔdnaKJ14 dksA::kan, хромосо�
ма которого содержит активный ген tig, уровень
ТФ�рефолдинга термоинактивированной люци�
феразы A. fischeri составляет примерно 0.5–1.0%,
что указывает на неспособность внутриклеточно�
го ТФ вести эффективный рефолдинг. Количе�
ство молекул ТФ при этом в 2–3 раза превышает
количество рибосом [6, 7]. Молекулы ТФ в цито�
плазме клетки формируют комплексы с рибосо�
мами, а также с цитоплазматическими белками,
участвуя при этом не только в котрансляционном
фолдинге полипептидной цепи на рибосоме, но и
в посттрансляционном процессе сохранения
(стабилизации) нативной структуры белка [11].
По�видимому, количества молекул ТФ, образую�
щих комплексы с термоинактивированными лю�
циферазами, недостаточно, чтобы способство�
вать эффективному рефолдингу. При введении в
клетку плазмиды с геном tig количество ТФ воз�
растает, одновременно увеличивается эффектив�
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Рис. 4. Кинетика рефолдинга термоинактивирован�
ной люциферазы A. fischeri в клетках E. coli (pF2). а –
SG20250 dnaKJ+ clpB+, светлые символы – клетки без
плазмиды pTf16, темные символы – клетки содержат
плазмиду pTf16; б – SG22100 dnaKJ+ clpB�, светлые
символы – клетки без плазмиды pTf16, темные сим�
волы – клетки содержат плазмиду pTf16; в – светлые
символы – рефолдинг в клетках штамма SG22100
dnaKJ+ clpB�, темные символы – рефолдинг в клетках
штамма SG20250 dnaKJ+ clpB+ (в данном варианте
использовали клетки, предварительно выдержанные
при 42°С в течение 30 мин без хлорамфеникола –
предварительный “тепловой шок”).
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ность рефолдинга. Однако, что характерно имен�
но для ТФ, при дополнительном увеличении кон�
центрации ТФ значительно снижается уровень
рефолдинга, что принципиально отличает шапе�
рон ТФ от шаперонов системы DnaKJE (при увели�
чении концентрации DnaKJE уровень рефолдинга
достигает плато и не снижается при дальнейшем
увеличении концентрации [21]). Необходимо от�
метить, что увеличение концентрации ТФ в клет�
ках примерно в 4 раза приводит к снижению их
жизнеспособности и даже к гибели [22].

В опытах in vitro показали также, что ренатури�
рующая способность ТФ, выделенного из клеток
E coli, критически зависит от концентрации ша�
перона: при концентрации выше оптимальной
уровень рефолдинга глицеральдегид�3�фосфат�
дегидрогеназы (GAPDH), денатурированной 5 М
мочевиной, значительно снижается [23, 24]. 

Можно предположить, что эти эффекты обу�
словлены особенностями взаимодействия ТФ с
белками клетки. Так как в зависимости от кон�
центрации ТФ находится в форме мономера или
димера, то, по�видимому, при небольших кон�
центрациях в цитоплазме он находится в моно�
мерной форме и проявляет активность в качестве
шаперона, формируя комплекс с денатурирован�
ным белком, а затем высвобождает этот белок в
нативной форме. При повышении концентрации
ТФ образует в клетке димер. В результате белки,
связанные с ТФ, не способны высвободиться из
комплекса, что приводит к снижению эффектив�
ности рефолдинга. Если же в этих условиях ком�
плексы с ТФ формируют белки, участвующие в
процессе деления клетки, то наблюдается инги�
бирование роста клеток. Показано, что при высо�
кой концентрации ТФ формирует комплекс с
ключевым белком клеточного деления FtsZ [22]. 

В клетках E. coli процессы дезагрегации и ре�
фолдинга белков связаны с активностью АТР�за�
висимой бишаперонной системы DnaKJE–ClpB
[20]. Шаперон ClpB не участвует непосредствен�
но в рефолдинге субстрата, он лишь способствует
дезагрегации белков. Эта помощь особенно эф�
фективна в случае крупных агрегатов, которые си�
стема DnaKJE самостоятельно не способна разру�
шить [20]. Как следует из данных, представленных
на рис. 4, действие шаперона ClpB на систему
DnaKJE и на шаперон ТФ противоположно. Если
в присутствии ClpB в клетке значительно увеличи�
вается эффективность DnaKJE�рефолдинга, то
ТФ�рефолдинг снижается. Можно предположить,
что ClpB конкурирует с ТФ за образование ком�
плексов с субстратом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
ФЦП “Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России” на 2009–2013 гг. (согла�
шение № 14.U01.21.0845) и Российского фонда
фундаментальных исследований (12�04�31919).
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