
ЦИТОЛОГИЯ, 2019, том 61, № 4, с. 301–307

301

ПОЛУЧЕНИЕ С-КОНЦЕВОГО УЧАСТКА БЕЛКА PI31 ДЛЯ ИНГИБИРОВАНИЯ 
АКТИВНОСТИ 20S-ПРОТЕАСОМЫ IN VITRO
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Белок PI31, ингибитор протеасомы, состоит из 271 аминокислотных остатков и содержит N-концевой гло-
булярный и богатый пролином C-концевой домен. Ингибирующая протеасому активность ассоциирова-
на с С-концевым участком PI31. Сконструирована последовательность С-концевого участка гена PSMF1,
кодирующего белок PI31 (151–271 а. к.), слитого на N-конце с последовательностью из шести гистидинов.
Рекомбинантный С-концевой участок PI31 (6His-cPI31) экспрессировали в Escherichia coli и очищали с по-
мощью металл-хелатной хроматографии. Рекомбинантный белок 6His-cPI31 ингибировал in vitro химот-
рипсин-подобную активность 20S-, но не 26S-протеасомы.
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Большая часть регулируемого протеолиза в клетках
эукариот осуществляется убиквитин-протеасомной
системой (Konstantinova et al., 2008). Протеасома в
клетках эукариот представляет собой протеолитиче-
ский белковый комплекс, который формируется из
протеолитического ядра – 20S-протеасомы и различ-
ных регуляторных компонентов (Demartino, Gillette,
2007). За убиквитин-зависимый протеолиз белков в
клетке отвечает 20S-протеасома, которая состоит из
20S-протеасомы и одного или двух 19S-регулятор-
ных комплексов (Collins, Goldberg, 2017). 20S-проте-
асома представляет собой полый цилиндр, состоя-
щий из четырех сложенных в стопку гептамерных
колец: два внешних кольца образованы субъедини-
цами α-типа, два внутренних кольца – субъединица-
ми β-типа. β-Субъединицы в составе β-колец фор-
мируют каталитическую полость 20S-протеасом, в
которой три различные β-субъединицы (β1, β2 и β5)
в каждом из двух внутренних колец специфически
катализируют гидролиз пептидной связи (Groll et al.,

1997). α-Cубъединицы в составе α-колец образуют
“ворота”, тем самым регулируя доступ субстратов к
протеолитической камере (Groll et al., 2000). В отсут-
ствие регуляторных комплексов “ворота” конститу-
тивно закрыты, что делает свободные 20S-протеасо-
мы каталитически инертными (Groll et al., 1997). Од-
нако связывание регуляторов с 20S-протеасомой
приводит к открытию “ворот”, тем самым активируя
полученный протеасомный комплекс (Stadtmueller,
Hill, 2011). Помимо протеасомных активаторов 19S,
PA200 и PA28 описан также протеасомный ингиби-
тор PI31 (Li et al., 2014).

Известно, что белок PI31 содержит два домена
(рис. 1): N-концевой глобулярный домен, который,
возможно, ответственен за гомодимеризацию PI31
(Kirk et al., 2008) и богатый пролином C-концевой
домен с нарушенной структурой, для которого пока-
зана ингибирующая активность по отношению к
протеасоме (McCutchen-Maloney et al., 2000). При
этом PI31 ингибирует преимущественно химотрип-
син- и каспаза-подобные типы активности 20S про-
теасомы, но не трипсин-подобную (Zaiss et al., 1999).
Интересен тот факт, что С-концевые остатки PI31
соответствуют мотиву HbYX (где Hb – гидрофобный
аминокислотный остаток, Y – тирозин, X – любой
аминокислотный остаток), характерному для акти-
ваторов протеасомы (Bader et al., 2011). Полагают,
что ингибитор PI31 конкурирует за связывание с 20S

Принятые сокращения: 6His – последовательность из шести
гистидинов, AMC – 7-амино-4-метилкумарин, HTBH –
сложный полипептид, состоящий из двух последовательно-
стей из шести гистидинов (H), специфического сайта расщеп-
ления TEV-протеазой (T) и сигнальной последовательности
для биотинилирования in vivo (B), БСА – бычий сывороточ-
ный альбумин, ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопирано-
зида, ПААГ – электрофорез в полиакриламидном геле.
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протеасомой с активатором PA28 (Zaiss et al., 2002).
Более того, оказалось, что PI31 активирует 20S-про-
теасомы in vitro и оказывает положительное влияние
на функцию протеасом в интактных клетках. Со-
гласно другим данным, PI31 блокирует АТФ-зависи-
мую сборку 26S-протеасомы in vitro, но не оказывает
влияния на активность in vitro уже собранной 26S-
протеасомы (Li et al., 2014). Таким образом, посколь-
ку данные о влиянии PI31 на активности протеасом
in vitro достаточно противоречивы, роль PI31 в регу-
ляции функции протеасом так и остается неясной.

В настоящей работe мы исследовали влияние
PI31 на активность аффинно-очищенных 20S-
и 26S-протеасом in vitro. Мы создали систему для
экспрессии и очистки С-концевого участка PI31 –
6His-cPI31, позволяющую получить каталитически
активный гомогенный препарат белка с высоким
выходом. Мы сравнили активность рекомбинантно-
го белка 6His-cPI31 по отношению к 20S- и 26S-про-
теасомам в системе in vitro и показали, что 6His-cPI31
ингибировал химотрипсин-подобную активность
20S-, но не 26S-протеасомы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки почки эмбриона человека линии HEK293,
полученные из Российской коллекции клеточных
культур (Институт цитологии РАН), культивирова-
ли при 37°С в среде DMEM, содержащей 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки (Invitrogen, США), в
присутствии пенициллина и стрептомицина (Био-
лот, Россия).

Экспрессионную конструкцию получили на основе
вектора pET24d (Clontech Laboratores, США), в ко-
торый по сайтам рестрикции NcoI и NotI мы встави-
ли последовательность С-концевого участка белка
PI31 (mPSMF1) (151–271 а. к.), которую амплифици-
ровали с кДНК из клеток HEK293 с помощью следую-
щих праймеров 5'-CATCCCATGGCAAACAGTCCTC-
CGAGGG-3' и 5'-TAATGTGCGGCCGCTCACAGG-
TACATGTCATC-3', включающих в себя сайты
рестрикции для NcoI и NotI, соответственно. Нали-
чие и точность вставки в векторе определяли с помо-
щью рестрикции и итоговым секвенированием (Ев-
роген, Россия).

Экспрессию С-концевого участка белка PI31
(6His-cPI31) проводили в клетках E. coli (BL-21(DE3)) в
присутствии 0.4 мМ изопропил-β-D-1-тиогалакто-

пиранозида (ИПТГ) в течение 4 ч. Клетки с нарабо-
танным рекомбинантным белком PI31 лизировали в
PBS буфере с 0.1% NP-40, 0.5 мМ фенилметилсуль-
фонилфторида и 1 мкг/мл лизоцима в течение
15 мин при 4°С. Клетки разрушали на ультразвуко-
вом дезинтеграторе в следующем режиме: 6–8 цик-
лов по 15 с при 75%-ной амплитуде с интервалами
между циклами 1 мин. Гомогенат центрифугировали
в течение 1 ч при 15000 g при 4°С. Наличие целевого
рекомбинантного белка (17 кДa) в полученном лиза-
те подтверждали с помощью специфических анти-
тел.

Очистку 6His-cPI31 проводили методом металл-
хелатной хроматографии на Ni-агарозе. К клеточно-
му лизату добавляли 5 мМ имидазола и Ni-агарозу,
уравновешенную связывающим буфером (20 мM
Tris-HCl, 500 мМ NaCl, 5 мM имидазол, pH 7.9) и ин-
кубировали в течение ночи при 4°С при постоянном
перемешивании. Далее белки в комплексе с Ni-ага-
розой осаждали центрифугированием и промывали
последовательно 3 раза 4-мя объемами связывающе-
го буфера и 3 раза 4-мя объемами промывочного бу-
фера (10 мМ Tris-HCl, 250 мМ NaCl, 30 мM имида-
зол, pH 7.9). Далее белок элюировали с Ni-агарозы
4-мя объемами элюирующего буфера (10 мM Tris-
HCl, 250 мМ NaCl, 500 мM имидазол, pH 7.9) в тече-
ние 5 мин при 4°С и концентрировали с применени-
ем центрифужных фильтров Amicon Ultra-0.5 (10К,
Millipore, США). Концентрацию белка в пробах
определяли в соответствии с классическим методом
Брэдфорд (Bradford, 1976).

Протеасомы выделяли в соответствии с методи-
кой, описанной ранее (Wang et al., 2007). Клеточный
экстракт готовили из клеток HEK293, экспрессиру-
ющих меченый белок Rpn11-HTBH (любезно предо-
ставлен доктором Л. Хуанг) и β7-HTBH (Артамонова
и др., 2014). Клетки промывали холодным PBS и ли-
зировали в буфере А (50 мМ Na-фосфат, pH 7.5,
100 мМ NaCl, 10% глицерин, 5 мМ АТP, 1 мМ DTT,
5 мМ MgCl2, 0.5% NP-40, ингибиторы протеаз) в те-
чение 30 мин при 4°С. Клеточные фрагменты удаляли
центрифугированием при 13 тыс. об./мин в течение
30 мин при 4°С. К клеточному экстракту добавляли
стрептавидин-агарозу, уравновешенную буфером А, и
инкубировали в течение ночи при 4°С при постоянном
перемешивании. Далее белки в комплексе со стреп-
тавидин-агарозой осаждали центрифугированием и
промывали последовательно 20 объемами буфера А,
10 объемами буфера ТЕВ (50 мМ Tris-HCl, pH 7.5,
10% глицерин). Следующим этапом протеасомы
элюировали со стрептавидин-агарозы двумя объе-
мами буфера ТЕВ в присутствии 0.1% ТЕV-протеазы
в течение 1 ч при температуре 30°С и концентриро-
вали с применением центрифужных фильтров Ami-
con Ultra-0.5 (100К, Millipore, США). Для очистки
20S-протеасомных комплексов использовали метод,
описанный ранее (Leggett et al., 2005), с некоторыми
изменениями. Для этого перед элюированием протеа-
сом со стрептавидин-агарозы с помощью TEV-проте-

Рис. 1. Схема организации молекулы белка PI31 и реком-
бинантного белка 6His-cPI31.
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азы были введены дополнительные серии промывок и
дополнительная инкубация в буфере I (50 мМ Tris-HCl,
pH 7.5, 1мМ EDTA, 1мМ ATP) в присутствии
500 мМ NaCl, что приводило к диссоциации ком-
плекса 20S-протеасомы и регуляторных частиц. Для
этого после промывки белков в комплексе со стрепта-
видин-агарозой 10 объемами TEB буфера комплекс
последовательно промывали 10 объемами буфера I с
100 мM NaCl, 5 объемами буфера I с 500 мM NaCl, ин-
кубировали в этом же буфере в течение 1 ч при 4°С
при постоянном перемешивании, после чего про-
мывали 50 объемами этого буфера. Далее 20S-проте-
асомы элюировали со стрептавидин-агарозы с по-
мощью TEV-протеазы.

Вестерн-блот анализ белков проводили по стан-
дартной методике. Белки фракционировали в дена-
турирующем 13%-ном ПААГ. Полученные фракции
электрофоретически переносили на PVDF фильтры
(BioRad Laboratories, США) в буфере, содержащем
25 мM Tris-HCl, 190 мM глицин, 0.05% SDS, 10% ме-
танола, pH 7.3. Мембрану отмывали в буфере PBS и
блокировали центры неспецифического связывания
антител 5%-ным обезжиренным молоком в этом же
буфере. Избыток блокирующего агента отмывали
буфером PBS, и мембрану инкубировали c первич-
ными антителами против белка PI31 (1 : 1000, Enzo,
США). В качестве вторичных антител применяли
конъюгированные с пероксидазой хрена козьи анти-
тела, выработанные против иммуноглобулинов мы-
ши (1 : 5000, Jackson Immunoresearch, США). Белки,
связавшиеся с антителами, выявляли с помощью ме-
тода усиленной хемилюминесценции SuperSignal
(Thermo, США). Для этого на мембрану наносили
раствор ECL и, далее, регистрировали хемилюми-
несцентное излучение с помощью системы гель-до-
кументирования ChemiDoc Touch Imaging System
(Bio-Rad, США).

Пептидазную активность протеасом химотрип-
син-подобного типа определяли по гидролизу флуо-
рогенного пептида Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (En-
zo, США). Для этого 0.4 мM субстрат инкубировали
с 1 мкг протеасом в течение 60 мин при температуре
37°С в буферном растворе, содержащем 50 мМ Tris-
HCl, pH 7.5, 1 мМ MgCl2, 10 мМ KCl, 1 мМ DTT,
5 мМ ATP. Концентрацию продукта гидролиза AMC
определяли каждые 2 мин на флуориметре FLUOstar
Omega (BMG Labtech, США), измеряя экстинкцию
и эмиссию при длинах волн 365 и 440 нм, соответ-
ственно (Barrett, 1980).

Использованные реактивы: среда DMEM, глута-
мин, пенициллин-стрептомицин, трипсин, PBS
(Биолот, Россия); сыворотка плодов коров, (Gibco,
США); кумасси G-250 (Serva, Германия); Na-хло-
рацетат, метанол, этанол, соляная и уксусная кисло-
ты, глицерин, KCl, NaOH, ферменты ДНК-рестрик-
ции (Россия); акриламид, дитиотреитол, трис, гли-
цин, додецилсульфат натрия, персульфат аммония,
NaCl, метилен-бис-акриламид, ЭДТА, фенилметил-

сульфонилфторид, TEMED, Tween-20, NP-40,
дезоксихолат натрия (Amresco, США); обезжирен-
ное молоко (Sigma, США); Ni-агароза (Millipore,
США); козьи антитела против иммуноглобулинов
мыши, конъюгированные с пероксидазой хрена
(Jackson Immunoresearch, США); набор SuperSignal,
реагент TurboFect, маркеры молекулярных весов,
рестриктазы, TEV-протеаза, стептавидин-агароза
(Thermo, США); флуорогенный пептид Suc-Leu-
Leu-Val-Tyr-AMC, антитела против PI31 (Enzo,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что ингибирующая протеасому актив-
ность белка PI31 ассоциирована с его богатым про-
лином С-концевым участком. Нуклеотидная после-
довательность, кодирующая этот участок белка PI31
(151–271 а. к.) была использована для конструирова-
ния соответствующего рекомбинантного белка
6His-cPI31, слитого на N-конце с последовательно-
стью из шести гистидинов (рис. 1). Результаты элек-
трофоретического анализа полученного рекомби-
нантного белка представлены на рис. 2а и 2б. Молеку-
лярная масса 6His-cPI31 соответствовала расчетной
17 кДа.

Для повышения уровня синтеза рекомбинантного
белка 6His-cPI31 в клетках E. coli были использованы
различные концентрации индуктора (ИПТГ) в диапа-
зоне от 0.1 до 1 мМ. Количество белка 6His-cPI31 до-
стигало максимума при концентрации ИПТГ 0.4 мМ
и уже не менялось с дальнейшим повышением кон-
центрации индуктора.

На следующем этапе были отработаны условия
очистки белка 6His-cPI31. Поскольку белок 6His-
cPI31 содержался в клетках E. coli в растворимой
форме, при очистке методом металл-хелатной хро-
матографии с использованием Ni-агарозы была по-
добрана только концентрация имидазола (500 мМ),
при которой большая часть белка элюировала с сор-
бента. Результаты электрофоретического анализа
полученного рекомбинантного белка представлен
на рис. 2в.

Следующим этапом работы стал анализ способ-
ности очищенного препарата рекомбинантного бел-
ка 6His-cPI31 ингибировать активность протеасомы.
Для этого мы очищали 26S-протеасомы из клеток
человека линии HEK293, экспрессирующих белок
β7, меченый по С-концу пептидом HTBH. Этот пеп-
тид был разработан ранее для очистки функцио-
нально активного протеасомного комплекса (Wang
et al., 2007). Эта сложная метка включает две после-
довательности из 6 гистидинов (H), специфический
сайт расщепления TEV-протеазой (T) и сигнальную
последовательность для биотинилирования in vivo
(B). Данная метка, включенная в состав белка, поз-
воляет осуществлять его очистку за счет связывания
с Ni- или стрептавидин-агарозой и последующего
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элюирования c сорбента путем отщепления с помо-
щью TEV-протеазы. Картина распределения протеа-
сомных белков в системе электрофореза в присут-
ствии SDS представлена на рис. 3а. Чтобы доказать
ингибирующее влияния 6His-cPI31 на протеасому,
мы определили пептидазную активность химотрип-
синового типа 26S-протеасом, очищенных из клеток
HEK293 β7-HTBH, по гидролизу флуорогенного
олигопептида, специфичного для этого каталитиче-
ского центра протеасомы. В реакции гидролиза флу-
орогенного олигопептида 50 нг 26S-протеасомы ис-
пользовали разные концентрации 6His-cPI31. В пер-
вых экспериментах содержание 6His-cPI31 в
реакционной смеси было в диапазоне 50–250 нг, и
мы не наблюдали ингибирующего эффекта 6His-
cPI31 на активность протеасомы (данные не пред-
ставлены). В последующих экспериментах мы уве-
личили количество 6His-cPI31 в пептидазной реак-
ции в диапазоне 0.5–1 мкг. В этом случае ингибиру-
ющее влияние 6His-cPI31 на протеасомы было
очевидным (данные не представлены). На рис. 3б
представлена диаграмма, демонстрирующая подав-
ление активности протеасом в присутствии в реак-

ционной смеси 0.5, 1 и 1.5 мкг 6His-cPI31. В качестве
контроля специфичности пептидазной активности
мы использовали протеасомный ингибитор MG132
(Enzo, США) в концентрации 1 мкМ. Важно отме-
тить, что содержание белка 6His-cPI31 1.5 мкг в пеп-
тидазной реакции соответствовало концентрации
1 мкМ. Согласно полученным результатам, рекомби-
нантный белок 6His-cPI31 обладает сходной с MG132
ингибирующей активностью в той же концентрации.

Далее мы оценили способность белка 6His-cPI31
ингибировать активность 20S-протеасомы. 20S-про-
теасомы были аффинно очищены из клеток HEK293
β7-HTBH (рис. 3в). В реакции гидролиза флуороген-
ного пептида активность 26S- и 20S-протеасом
(7.5 нг/мкл) ингибировали в присутствии 1 мкМ
6His-cPI31. В качестве контроля специфичности ин-
гибирующей активности белка 6His-PI31 использо-
вали 1 мкМ БСА. Согласно диаграмме, представлен-
ной на рис. 3г, 6His-cPI31 ингибирует активность
26S- и 20S-протеасомы в 1.3 и в 3.7 раза. Таким обра-
зом, согласно нашим данным 6His-PI31 ингибирует
in vitro активность как 20S-, так и 26S-протеасомы,
что противоречит некоторым литературным данным
(Bader et al., 2011; Li et al., 2014).

Однако следует отметить, что если 6His-PI31 все-
гда оказывал заметное влияние на активность 20S-
протеасомы, то 26S-протеасому рекомбинантный
белок ингибировал в разных реакциях по-разному,
вплоть до отсутствия влияния (данные не представ-
лены). Мы предположили, что объяснением этого
наблюдения могут быть условия очистки 26S-проте-
асом. Так, известно, что протеасомы в клетке пред-
ставлены набором различных субтипов, включая
26S-протеасомы, 20S-протеасомы, гибридные про-
теасомы, иммунопротеасомы, 20S-протеасомы в
комплексе с альтернативными регуляторами (Селе-
нина и др., 2017). Поэтому, если мы используем в ка-
честве меченной для аффинной очистки субъедини-
цу 20S-протеасомы (β7-HTBH), то мы очищаем все
возможные субтипы протеасом, за исключением
свободных 19S-комплексов. Напротив, если мы ис-
пользуем в качестве меченной для аффинной очист-
ки субъединицу 19S-регулятора (Rpn11-HTBH), то
мы очищаем лишь 26S- и гибридные протеасомы и
теряем множество протеолитически активных протеа-
сомных субтипов, в составе которых нет 19S-регулято-
ра. Чтобы проверить предложенную гипотезу, мы аф-
финно очистили 26S-протеасомы из клеток HEK293
Rpn11-HTBH. Как можно заметить на рис. 4а, у очи-
щенных из клеток HEK293 Rpn11-HTBH 26S-протеа-
сом заметно меньше белков 20S-комплекса, в отли-
чие от 26S-протеасом, очищенных из клеток HEK293
β7-HTBH, что подтверждает наше предположение.
Анализ влияния 6His-cPI31 на пептидазную актив-
ность очищенных из клеток HEK293 Rpn11-HTBH
26S-протеасом не выявил ингибирующей активно-
сти рекомбинантного белка по отношению к 26S-
протеасоме (рис. 4б). Следовательно, можно заклю-
чить, что 6His-cPI31 ингибирует активность in vitro

Рис. 2. Анализ экспрессии в клетках E. coli рекомбинант-
ного белка 6His-cPI31 и его очистки. Денатурирующий
электрофорез в 13%-ном ПААГ лизата клеток (15 мкг) до
(1) и после (2) индукции экспрессии с помощью ИПТГ.
Окраска геля Кумасси G-250 (а, в) и вестерн-блот анализ
разделенных в системе денатурирующего электрофореза
белков с помощью антител против PI31 (б). М − маркер
молекулярных весов. На рис. в − левая дорожка − маркер
молекулярных весов, правая дорожка − 6His-cPI31.
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Рис. 3. Анализ ингибирующей протеасому активности рекомбинантного белка 6His-PI31. а – Электрофоретическое разделе-
ние белков 26S-протеасом, аффинно-очищенных из клеток HEK293 β7-HTBH; денатурирующий электрофорез в 13%-ном
ПААГ 10 мкг очищенных протеасом; окраска геля Кумасси G-250. б – Ингибирование химотрипсин-подобной пептидазной
активности 26S протеасом (ПС) в присутствии трех разных концентраций 6His-PI31. Для контроля специфичности протеа-
сомной активности в реакцию добавлен ингибитор протеасомной активности MG132 в количестве 1 мкМ. Средние значения
трех независимых определений флуоресценции освобожденного AMC (100 ед. флуоресценции соответствуют освобождению
50 пмоль продукта; концентрация протеасом в пробах составляет 50 нг). в – Электрофоретическое разделение белков 26S- и
20S-протеасом (дорожки 1 и 2 соответственно), аффинно-очищенных из клеток HEK293 β7-HTBH. Денатурирующий элек-
трофорез в 13%-ном ПААГ 10 мкг очищенных протеасом. Окраска геля Кумасси G-250. г – Ингибирование химотрипсин-
подобной пептидазной активности 26S- и 20S-протеасом (ПС) в присутствии 1 мкМ 6His-PI31. Для контроля специфичности
ингибирующей активности 6His-PI31 в реакцию добавлен белок БСА в количестве 1 мкМ. Представлены средние значения
и стандартные отклонения трех независимых определений флуоресценции освобожденного AMC (100 ед. флуоресценции со-
ответствуют освобождению 50 пмоль продукта; содержание протеасом в пробах составляет 0.5 мкг).
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20S-протеасомы и не ингибирует 26S-комплексы, что
может быть важно при исследовании функции внекле-
точных протеасом, которые представлены исключи-
тельно 20S-комплексами (Kulichkova et al., 2017).
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EXPRESSION AND PURIFICATION OF C-TERMINAL REGION OF PI31 PROTEIN 
TO INHIBIT 20S PROTEASOME ACTIVITY
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The proteasome inhibitor PI31 protein is 271 amino acid residues long and contains N-terminal globular domain
and C-terminal proline-rich domain. The proteasome inhibition is conferred by the C-terminal proline-rich domain
of PI31. E. coli recombinant expression construct of a fusion protein 6His-cPI31 consisting of C-terminal domain
of PI31 (151–271 a. a.) and the N-terminal His-tag was made. The expressed protein was purified using nickel-aga-
rose affinity chromatography. The recombinant protein 6His-cPI31 inhibited chymotrypsin-like activity of 20S pro-
teasome, but not 26S-proteasome in vitro.
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