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Биосенсорные инструменты для анализа внутриклеточных энергетических процессов активно раз-
виваются в настоящее время. Предложен набор плазмидных конструкций с генами люцифераз из
Luciola mingrelica и Photorhabdus luminescens для получения биосенсорных клеток бактерий и эукари-
от. За счет использования сигнальных последовательностей реализована возможность направлен-
ной экспрессии люциферазы как в цитоплазме, так и в матриксе митохондрий. Показано, что полу-
ченные биосенсоры применимы для анализа пула макроэргических соединений и восстановительных
эквивалентов, таких как АТФ, НАДН и флавинмононуклеотид (ФМН) в клетке. Предполагается, что
данный инструмент будет востребован для анализа активности внутриклеточных шаперонов, а так-
же токсикологических и других исследований.
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Lux-биосенсоры широко используют в работах
по генетической инженерии и биотехнологии [1–4].
Традиционно считается, что lux-биосенсор – это
бактериальная клетка, содержащая гибридную
плазмиду, в состав которой встроены два основ-
ных элемента: регуляторный участок (промотор и
оператор) и luxCDABE в качестве репортерного
гена [5]. Индуцибельные промоторы позволяют
оценивать появление тех или иных биологически
активных веществ в среде и клетке по индукции
люминесценции и определять класс токсиканта
при наличии специфичного рецепторного регуля-
тора [6–8]. Однако применение lux-биосенсоров не
ограничивается детекцией появления токсикантов
и биологически активных веществ. Активность
фермента люциферазы может быть использована
для наблюдения/визуализации процессов инакти-
вации, фолдинга и рефолдинга белков в клетке,
оценки активности внутриклеточных шаперонов
и протеаз [9–11]. Корреляция падения люминес-

ценции с числом живых клеток и снижением их
жизнеспособности позволяет оценивать общую
(интегральную) токсичность [12, 13].

В проведенном исследовании мы расширили
спектр lux-биосенсоров за счет включения в него
эукариотических клеток, экспрессирующих бак-
териальные lux-гены, а также и эукариотические
гены люцифераз, используемые в качестве репор-
терных. Для анализа внутриклеточного пула мак-
роэргических соединений и восстановительных
эквивалентов были сконструированы гибридные
плазмиды, позволяющие экспрессировать гены
luxAB бактерий и luc светлячков в цитоплазме и
митохондриях эукариотических клеток. Кроме
того, была исследована чувствительность транс-
фицированных этими плазмидами клеток к экзо-
генному введению АТФ и НАДН в присутствии
детергента дигитонина.
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УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Бактерии и плазмиды

Штамм Escherichia coli TG1 K-12 glnV44 thi-1
Δ(lac-proAB)Δ(mcrB-hsdSM)5( )F'[traD36proAB+

lacIq lacZΔM15] получен из Всероссийской кол-
лекции промышленных микроорганизмов.

Культивирование бактерий
Клетки E. coli растили на среде LB, г/л: трип-

тон ‒ 10, экстракт дрожжей ‒ 5, хлорид натрия ‒ 10
(все реактивы производства “Диаэм”, Россия) при
37°C и перемешивании со скоростью 200 об/мин,
или в чашках Петри на поверхности агаризован-
ной среды LB с добавлением 1.5% (w/v) бактоага-
ра (“Диаэм”). В среду добавляли антибиотики:
ампициллин (Артериум, Украина) в конечной
концентрации 100–200 мкг/мл и/или канамицин
(“Биохимик АО”, Россия) в концентрации
40 мкг/мл ‒ в зависимости от набора генов рези-
стентности в составе используемой плазмиды.

Конструирование плазмид для экспрессии 
люцифераз бактерий и светлячка 

в эукариотических клетках
Выделение плазмидной ДНК проводили с ис-

пользованием набора Plasmid Miniprep (“Евро-
ген”, Россия). Амплификацию для клонирования
проводили с использованием полимеразы Q5 Hot-
Start (NEB, США), а лигирование ‒ лигазой Т4
(Promega, США). Олигонуклеотидные последо-
вательности, используемые в качестве праймеров
при конструировании рекомбинантных плазмид
и секвенировании ДНК, приведены в табл. 1. Се-
квенирование проводили в компании “Евроген”.

Сборку плазмид из нескольких фрагментов
ДНК с комплементарными концевыми последо-
вательностями (перекрытие областей ~20 нуклео-
тидов) проводили с использованием ферментов для

K Kr m− −

смешивания Gibson Assembly® Master Mix (NEB) по
методике, описанной Gibson с соавт [14].

pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2 – плазмида для
направленной в митохондриальный матрикс экс-
прессии флуоресцентного белка Dendra2. После-
довательность 4×MTS, содержащая стартовый
кодон и кодирующую сигнальную последователь-
ность из четырех тандемных повторов по 29 амино-
кислот CoXVIII [15], была приобретена у Eurofins
Genomics (Германия). Методом ПЦР сайт рестрик-
ции для BamHI был добавлен перед стартовым
кодоном, а два сайта рестрикции KpnI и HindIII ‒
после сигнальной последовательности. Этот фраг-
мент был вставлен в вектор pcDNA3.1 с использова-
нием сайтов рестрикции BamH1 и HindIII, а после
сигнальной последовательности ‒ кодирующая
флуоресцентный белок Dendra2, для чего были ис-
пользованы эндонуклеазы рестрикции KpnI и HindIII
и лигаза T4 (Thermo Fisher Scientific, США). Встра-
иваемый в плазмиду фрагмент был получен методом
ПЦР с праймерами Fw_KpnI_Dendra2 и rev_Dendra2,
в качестве матрицы была использована плазмида
pMC-MTS-Dendra2 [16]. Полученная в результате
плазмида названа pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2.

pcDNA-luc(mito) ‒ плазмида для экспрессии
люциферазы светлячка в матриксе митохондрий,
которая была сконструирована путем амплифи-
кации гена luc с гибридной плазмиды pLR [17]
праймерами lucDir и LucRev и вставки его в век-
тор pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2, линеаризован-
ный праймерами pc31sig и pc31pol. Полученная в
результате плазмида pcDNA-luc(mito) содержала
трансляционное слияние гена люциферазы, luc, с
последовательностью сигнального пептида (4 по-
втора MTS) для экспрессии в митохондриальном
матриксе под CMV-промотором.

pcDNA-luc(cyto) – плазмида для экспрессии лю-
циферазы светлячка в цитоплазме эукариотических
клеток, которая была сконструирована путем уда-
ления сигнального пептида из pcDNA-luc(mito) с

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе
Table 1. Primers used in the study

Праймер Последовательность 5' → 3' Плазмиды, сконструированные 
с помощью этих праймеров

Fw_KpnI_Dendra2 tcttggtaccaacaccccgggaattaacctgatcaagga pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2

rev_Dendra2 ctcaaagcttctaccacacctggctgggcagg

lucDir atggaaatggaaaaggaggagaatg pcDNA-luc(mito)
pcDNA-luc(cyto)

lucRev tgatcagtcatcgactctagaggatcaca pcDNA-luc(mito)

pc31sig cctccttttccatttccataagagagtggatcttagcccga

pc31pol tagagtcgatgactgatcagcctcgactgtgcct

RemovSig ggtggcggatccactagtccag pcDNA-luc(cyto)
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помощью амплификации праймерами lucDir и
RemovSig с последующим самолигированием.

pUC18-luxAB-frp – плазмида, несущая синте-
тическую последовательность, кодирующую бак-
териальную люциферазу и флавинмононуклео-
тид-редуктазу (ФМН-редуктазу) в единой рамке
считывания. Гены luxAB P. luminescens и frp V. har-
veyi с оптимизированным составом кодонов для
экспрессии как в клеточных линиях человека, так
и в клетках E. coli, были сшиты через линкеры,
кодирующие гибкие глицин/сериновые участки с
промежуточными вирусными элементами 2A
[18, 19]. Сайты рестрикции BamHI и KpnI были
добавлены к 5'-концу, а HindIII ‒ к 3'-концу по-
следовательности так, чтобы полученную последо-
вательность можно было встраивать в рамку считы-
вания при переклонировании luxAB-frp. Последо-
вательность luxAB-frp была синтезирована de novo
(“Евроген”) и клонирована в векторе pUC18. По-
лученная плазмида названа pUC18-luxAB-frp.

pLuxAB-frp(mito) и pLuxAB-frp(cyto) ‒ плаз-
миды для экспрессии бактериальной люцифера-
зы в клетках эукариот. Фрагмент luxAB-frp был
рестриктирован из pUC18-luxAB-frp с помощью
KpnI и HindIII и лигирован по этим же сайтам с
pcDNA-luc(mito). Полученная в результате плаз-
мида pLuxAB-frp(mito) экспрессирует в эукариоти-
ческих клетках бактериальную люциферазу с ли-
дерным пептидом для митохондриального мат-
рикса.

Плазмида pLuxAB-frp(cyto) получена путем
переклонирования luxAB-frp по сайтам BamHI,
HindIII в pcDNA-luc(cyto), что позволило экс-
прессировать бактериальную люциферазу в цито-
плазме эукариотических клеток.

Последовательности и карты полученных в ре-
зультате плазмид: pcDNA-luc(mito), pcDNA-luc(cy-

to), pLuxAB-frp(mito) и pLuxAB-frp(cyto) ‒ приведе-
ны в Дополнительных материалах (файлы S1‒S4).

Все используемые в работе плазмиды и их ха-
рактеристики представлены в табл. 2.

Культивирование и трансфекция клеток HEK293T

Клеточную линию HEK293T, полученную от
European Collection of Authenticated Cell Cultures
ECACC (Sigma-Aldrich, США), поддерживали в
среде DMEM с добавлением 10% эмбриональной
сыворотки крупного рогатого скота (FBS), 20 мМ
HEPES, 2 мм L-глютамина, 100 мкг/мл пеницил-
лина и стрептомицина (все реактивы фирмы Gib-
co, США) в CO2-инкубаторе Binder C150 E2 (Binder
GmbH, Германия) при 37°C и 5% CO2. Транзиент-
ную трансфекцию проводили за 2 сут до экспери-
мента по следующему протоколу: в микропро-
бирку (Eppendorf, Германия) вносили 200 мкл сре-
ды Opti-MEM (Gibco), 2 мкг плазмидной ДНК,
4 мкл реагента Lipofectamine™ LTX вместе с 2 мкл
PLUSreagent (Invitrogen, США) и инкубировали в
течение 15 мин. Смесь равномерно распределяли
по клеткам, высеянным в 6-луночные планшеты,
не касаясь стенок или дна планшетов. Через 2 сут
после трансфекции число клеток HEK293T до-
стигало (1‒3) × 106 в лунке, их промывали и пере-
носили в DMEM перед использованием. Клетки
снимали с планшета с использованием TrypLETM

Express Enzyme (Gibco) в течение 5 мин.

Конфокальная микроскопия

Конфокальную лазерную сканирующую микро-
скопию проводили на инвертированном микроско-
пе LSM 780 (Carl Zeiss, Германия), оснащенном
масляным объективом Apochromat 63× (числовая
апертура (NA) = 1.4; Carl Zeiss). Интенсивность

Таблица 2. Плазмиды, использованные в работе 
Table 2. Plasmids used in the study

* Примечание: Эта плазмида описана в работе [17], остальные получены в этой работе. 
* Note: This plasmid was described by M. Koksharov & N. Ugarova [17], while the others were obtained in this work.

Плазмида Описание

pLR3* Плазмида на основе pBluescrlpt c геном luc под промотором гена luxI Aliivibrio fischeri, Apr

pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2 Плазмида на основе pcDNA3.1, Apr, Neor/Kanr, содержит ген направляемого в мито-
хондрию белка Dendra2 под промотором CMV

pcDNA-luc(mito) Как pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2, но ген dendra2 заменен на luc

pcDNA-luc(cyto) Как pcDNA-luc(mito), но удален сигнал митохондриальной локализации

pUC18-LuxAB- frp Вектор pUC18 с генами luxAB Photorhabdus luminescens и frp Vibrio harveyi под Plac-
промотором, Apr

pLuxAB-frp(cyto) Вектор pcDNA3.1 с кассетой luxAB-frp под CMV-промотором, Apr

pLuxAB-frp(mito) Как pLuxAB-frp(cyto), но с сигналом митохондриальной локализации 4×MTS
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Рис. 1. Колокализация 4×MTS-Dendra2 с митохондриальным красителем MitoView 633 в клетках HEK293T. 
Fig. 1. Colocalization of 4×MTS-Dendra2 with the mitochondrial dye MitoView 633 in HEK293T cells.

10 мкм

Наложение каналов

10 мкм 10 мкм

4×MTS-Dendra2 MitoView

сигналов флуоресцентного белка Dendra2 (кон-
струкция 4×MTS-Dendra2, закодированная в
плазмиде pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2), и митохон-
дриального красителя MitoView™ 633 (Biotium,
США) измеряли при длине волны возбуждения
488 и 561 нм соответственно. Во время конфокаль-
ной микроскопии клетки помещали в CO2-инкуба-
тор INUBG2H-ELY (Tokai Hit, Япония). Изображе-
ния обрабатывали с использованием программного
обеспечения Zen (Carl Zeiss) и ImageJ (NIH, США).

Измерение интенсивности биолюминесценции
Биолюминесценцию клеток измеряли на высо-

кочувствительном кюветном люминометре Bio-
tox-72K (Калиниченко, Россия) при комнатной
температуре. Клетки E. coli культивировали в
пробирках до достижения оптической плотности
0.1‒0.2 при 600 нм.

Во время измерений клетки HEK293T пере-
носили в чистые микропробирки, разводили в
PBS с 10% DMEM так, чтобы в образце было
около 7 × 103 клеток. В образцы вносили люци-
ферин (10 мкг/мл) или деканаль (1 мкг/мл) ‒ в ка-
честве субстратов люцифераз светлячка и бакте-
рий соответственно. Общий объем образца со-
ставлял 120 мкл; его перемешивали и переносили
в люминометр с последующим периодическим
измерением люминесценции с усреднением сиг-
нала 1 раз в секунду. По мере необходимости до-
бавляли другие вещества.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Локализация репортерного белка 

в митохондриальном матриксе
Функционирование сигнала митохондриаль-

ной локализации (MTS) для доставки белков в
матрикс митохондрий было проверено с помо-
щью добавления сигнала 4×MTS. Это 4 тандемных
повтора по 29 аминокислот субъединицы цитохро-

моксидазы-8 (CoXVIII) на N-конце флуоресцент-
ного белка Dendra2 (конструкция 4×MTS-Den-
dra2). Митохондриальная локализация Dendra2 с
сигналом 4×MTS была подтверждена исследовани-
ем колокализации с потенциалзависимым мито-
хондриальным красителем MitoView™ 633 (рис. 1).

Таким образом, в экспериментах с использо-
ванием эукариотических клеток HEK293T,
трансфицированных плазмидной конструкци-
ей pcDNA3.1-4×MTS-Dendra2, показано, что ли-
дерный пептид 4×MTS позволяет эффективно экс-
прессировать гетерологичные белки в матриксе
митохондрий. Именно этот вариант лидерной по-
следовательности далее использован нами для на-
правления люцифераз светлячка и бактерий в мито-
хондриальный матрикс эукариотических клеток.

Люминесценция клеток HEK293T

Возможность применения эукариотических
клеток в качестве биосенсоров для исследования
молекул, влияющих на пул макроэргических соеди-
нений и восстановительных эквивалентов клеток,
продемонстрирована с использованием НАДН,
ФМН и АТФ. Гликозид дигитонин использовали
в качестве детергента для нарушения целостности
внешней мембраны клетки ‒ с целью добиться ее
проницаемости для этих соединений.

На рис. 2 представлены результаты анализа
люминесценции клеток с генами бактериальной
люциферазы с цитоплазматической или мито-
хондриальной локализацией. Разобщитель дыха-
ния FCCP (20 мкM) добавляли к клеткам вместе с
плазмидой pLuxAB-frp(mito) ‒ с целью оценить
степень сопряжения дыхательной цепи и окисли-
тельного фосфорилирования и эффективность
продукции АТФ в присутствии НАДН и ФМН,
добавленных к клеткам.

Как видно из приведенных данных, клетки
HEK293T, трансфицированные плазмидными кон-
струкциями pLuxAB-frp(mito) и pLuxAB-frp(cyto),
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реагируют увеличением люминесценции при до-
бавлении в среду НАДН и ФМН, но не АТФ. Сле-
дует отметить, что клетки с цитоплазматической
локализацией люциферазы отвечают на добавле-
ние НАДН и ФМН более резко, с большей ам-
плитудой, чем таковые с митохондриальной ло-
кализацией фермента.

На рис. 3 представлены измерения люминес-
ценции клеток с luc-геном L. mingrelica, кодирую-
щим люциферазу с цитоплазматической и мито-
хондриальной локализацией.

Как видно из рис. 3, клетки, экспрессирующие
ген люциферазы светлячка, реагируют усилением
люминесценции на добавление АТФ, но не НАДН
и ФМН. Отметим, что в экспериментах с разобщи-
телем (рис. 3d) люминесценция практически пол-

ностью определяется работой дыхательной цепи и
АТФ-синтазой и не зависит от экзогенных НАДН и
ФМН. В то же время, как видно из данных, пред-
ставленных на рис. 3c, экзогенный АТФ, проника-
ющий в митохондрии после воздействия дигитони-
на, стимулирует люминесценцию в несколько раз.

В проведенном исследовании мы показали
принципиальную возможность детекции кинети-
ки изменения внутриклеточного пула АТФ и вос-
становительных эквивалентов НАДН и ФМН с
помощью набора lux-биосенсоров, основанных
на люциферазе бактерии и люциферазе светляч-
ка. Экспрессия люциферазы светлячка в клетках
млекопитающих давно и активно используется
[20, 21]. Однако добиться эффективной экспрес-
сии бактериальной люциферазы в эукариотиче-
ских клетках удалось только при использовании

Рис. 2. Люминесценция клеток HEK293T, содержащих плазмиду, экспрессирующую ген luxAB люциферазы бактерий.
Представлены графики изменения во времени интенсивности люминесценции клеток с плазмидой pLuxAB-frp(cyto),
экспрессирующей люциферазу с цитоплазматической локализацией (a, b), или с плазмидой pLuxAB-frp(mito), экс-
прессирующей целевой белок с митохондриальной локализацией (c, d). В процессе измерений ко всем клеткам добав-
ляли дигитонин и деканаль, а также АТФ (a, c) или ФМН, НАДН (b) и FCCP (d). Приведены типичные графики, по-
строенные на основании трех повторов в одном эксперименте.
Fig. 2. Analysis of luminescence in HEK293T cells containing a plasmid expressing the bacterial luciferase gene luxAB. The time-
dependent changes of luminescence intensity for cells containing the pLuxAB-frp(cyto) plasmid expressing cytoplasmically lo-
calized luciferase (a, b) or the pLuxAB-frp(mito) plasmid expressing the target protein with mitochondrial localization (c, d) are
shown. During measurements, digitonin and decanal, as well as ATP (a, c) or FMN, NADH (b), and FCCP (d), were added to
all cells. Representative graphs based on three replicates in a single experiment are provided.
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вирусных элементов типа 2A, позволяющих экс-
прессировать полицистронные гены [18].

Один из важных результатов, полученных на-
ми, ‒ впервые экспрессирован ген luxAB, кодиру-
ющий бактериальную люциферазу, направляе-
мую в митохондриальный матрикс. За счет этого
был получен комплекс lux-биосенсоров на основе
люциферазы бактерии и люциферазы светлячка,
локализующихся как в цитоплазме, так и в мито-
хондриях эукариотичеких клеток, и применен
для анализа пула восстановительных эквивален-
тов. Такие важные для энергетики клетки моле-
кулы, как АТФ, НАДН и ФМН теперь можно не
только определять с использованием предложен-
ного набора люцифераз в клеточной суспензии,
но также исследовать их внутриклеточное рас-

пределение. Подобные измерения возможны, по-
тому что люцифераза светлячка использует для
реакции АТФ и люциферин в качестве субстрата,
в то время как бактериальная люцифераза ‒ восста-
новленный ФМН и жирный альдегид. В качестве
последнего мы использовали деканаль, который
легко проникает через клеточную мембрану. Для
эффективного восстановления ФМН внутри клет-
ки в биосенсорную плазмиду был введен ген frp, ко-
дирующий флавинредуктазу V. harveyi. Так как для
восстановления ФМН используется НАДН, био-
сенсор становится чувствительным к количеству
как восстановленного флавина, так и НАДН.
Следует заметить, что клетки E. coli, трансформи-
рованные разработанными плазмидами, способ-
ны к люминесценции так же, как и эукариотиче-

Рис. 3. Люминесценция клеток HEK293T, содержащих плазмиду, кодирующую люциферазу светлячка. Представлены
графики изменения во времени интенсивности люминесценции клеток с плазмидой pcDNA-luc(cyto), экспрессиру-
ющей люциферазу с цитоплазматической локализацией (a, b), или с плазмидой pcDNA-luc(mito), экспрессирующей
целевой белок с митохондриальной локализацией (c, d). В процессе измерений ко всем клеткам добавляли дигитонин
и люциферин, а также АТФ (a, c) или ФМН, НАДН (b) и FCCP (d). Приведены типичные графики, построенные на
основании трех повторов в одном эксперименте.
Fig. 3. Analysis of luinescence in HEK293T cells containing a plasmid encoding L. mingrelica luciferase. The time-dependent
changes of luminescence intensity for cells containing the pcDNA-luc(cyto) plasmid expressing cytoplasmically localized lucif-
erase (a, b) or the pcDNA-luc(mito) plasmid expressing the target protein with mitochondrial localization (c, d) are presented.
During measurements, digitonin and luciferin, as well as ATP (a, c) or FMN, NADH (b), and FCCP (d), were added to all cells. Rep-
resentative graphs based on three replicates in a single experiment are provided.
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ские. Это позволит проводить сравнение реакций
про- и эукариотических клеток на исследуемые
биологически активные соединения.

Предложенная система lux-биосенсоров мо-
жет быть использована для оценки эффективности
генотерапии заболеваний, связанных с нарушени-
ем переноса электронов в дыхательной цепи мито-
хондрий и синтезе АТФ. Так, A. Hanaford & S. John-
son [22] считают, что для генотерапии синдрома
Ли (Leigh syndrome), обусловленного поломкой
генов ядерной и митохондриальной локализации
(известно более сотни вариантов), можно ис-
пользовать доставку ненарушенной копии каж-
дого гена в клетки пациента. В этом случае био-
сенсорная система может быть использована как
детектор терапевтической эффективности генно-
инженерной конструкции при восстановлении
функции митохондрий.

Мы надеемся, что полученный набор эукарио-
тических lux-биосенсоров найдет применение в
исследованиях по биоэнергетике и при тестиро-
вании препаратов, действие которых связано с
работой дыхательной цепи митохондрий и актив-
ностью АТФ-синтазы.
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Lux-Biosensors for Analyzing the Intracellular Pool 
of Macroergic Compounds and Reducing Equivalents
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Abstract—At present, biosensor tools for analyzing intracellular energy processes are actively being deve-
loped. In this work, a set of plasmid constructs with luciferase genes from Luciola mingrelica and Photorhab-

dus luminescens was proposed for obtaining biosensor cells based on bacteria and eukaryotes. The possibility
of targeted expression of luciferase both in the cytoplasm and in the mitochondrial matrix was realized due to
the use of signal sequences. It was shown that the resulting biosensors are applicable for the analysis of the
cell pool of macroergic compounds and reducing equivalents, such as ATP, NADH and flavin mononucle-
otide (FMN). We hope that this tool will be in demand for the analysis of the activity of intracellular chaper-
ones, as well as toxicological and other investigations.

Keywords: biosensors, plasmid, ATP, NADH, flavin mononucleotide
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