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Ключевым компонентом недавно описанной биолюминесцентной системы высших грибов являет-
ся люцифераза, относящаяся к новому классу белков. Свойства грибной люциферазы и их взаимо-
связь с ее строением интересны как для улучшения уже созданных на ее основе автолюминесцент-
ных систем, так и для создания новых. Поэтому крайне важным является понимание простран-
ственной структуры этого белка. Нами выполнены гетерологическая экспрессия и очистка
люциферазы Neonothopanus nambi, получен белок, пригодный для последующей кристаллизации, а
также определены некоторые биохимические свойства рекомбинантной люциферазы.
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Биолюминесцентные системы широко приме-
няются как в исследовательских целях, так и для
разработки лекарств и диагностики [1–6]. Недав-
но расшифрованная биолюминесцентная систе-
ма грибов является перспективным инструмен-
том для биомедицинских исследований [7]. На ее
основе уже созданы автономно люминесцирую-
щие дрожжи [8] и растения [9]. Однако ключевой
компонент этой системы – люцифераза (nnLuz) –
остается малоизученной. Отсутствие гомологии с
другими ферментами не позволяет смоделиро-
вать пространственную структуру этого белка, а
сложность выделения из природного источника
препятствует получению достаточного количе-
ства белка для кристаллизации и характеризации
его свойств. Таким образом, получение рекомби-
нантной люциферазы N. nambi сегодня является
актуальной задачей.

На первом этапе работы мы сравнили актив-
ность люциферазы N. nambi при экспрессии в
трех стандартных системах: кишечной палочке
E. coli, дрожжах Pichia pastoris и линии клеток че-
ловека HEK293T. Максимальную люминесцен-
цию в ответ на добавление люциферина грибов
продемонстрировали дрожжи P. pastoris. Поэтому
для дальнейших экспериментов было решено ис-
пользовать штамм дрожжей, продуцирующий
люциферазу с последовательностью из 6 остатков
гистидина на С-конце белка. Культивацию дрож-
жей проводили по стандартной методике, ис-
пользуя штамм GS115 [10].

Биомассу дрожжей лизировали в 100 мМ Na-
фосфатном буфере, pH 7.0, содержащем 100 мМ
NaCl, 5 мМ EDTA, 10 мМ 2-меркаптоэтанол и
1 мМ PMSF, при помощи гомогенизатора высо-
кого давления (600 бар, IKA HPH). Лизат центри-
фугировали (8000 g × 30 мин) при 4°С, мембран-
ную фракцию, содержащую люциферазу, осаждали
ультрацентрифугированием (150 000 g × 90 мин)
при 4°С. Для подбора условий солюбилизации
люциферазы мембраны суспензировали в 50 мМ
HEPES-Na буфере, pH 8.0, содержащем 500 мМ
NaCl, 20% глицерин (буфер А) и различные де-
тергенты, при 4°С в течение ночи (рис. 1). Почти
все рассмотренные детергенты показали прибли-
зительно одинаковую способность экстрагиро-
вать люциферазу, кроме детергента OG (октил-
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гликозида). Для препаративной экстракции был
использован именно DDM в концентрации
10 мМ, ввиду его доступности и хорошей приме-
нимости для хроматографии с УФ-детекцией. Все
хроматографии проводили на холоду. Детергент-
солюбилизированную фракцию мембран нано-
сили на колонку с сорбентом TALON для металл-
аффинной хроматографии, уравновешенную бу-

фером А с 0.02% DDM, и промывали колонку
этим же буфером. Далее колонку промывали
20 мМ MES-Na, 0.5 М NaCl, 10% глицерин буфе-
ром, pH 6.2 (буфер B), содержащим 0.02% DDM.
Сорбированную люциферазу элюировали буфе-
ром B, содержащим 0.1% DDM и 200 мМ имида-
зол. Фракции с наибольшей люминесцентной ак-
тивностью наносили на колонку с Sephacryl S-300

Рис. 1. Солюбилизация люциферазы nnLuz из мембран P. pastoris, суспендированных в буфере (см. текст) с добавками
различных детергентов в концентрации 10 мМ (100 мМ для OG) в течение 16 ч при 4°C. После центрифугирования
(150 000 g × 90 мин) при 4°С биолюминесцентную активность люциферазы в супернатанте измеряли в 200 мМ Na-фос-
фатном буфере, pH 8.0, содержащем 500 мМ Na2SO4, 0.1% DDM и 50 мкМ люциферина грибов. Представлены сред-
ние значения ± стандартное отклонение.
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Рис. 2. Электрофорез в денатурирующих условиях фракций в ходе выделения рекомбинантной люциферазы N. nambi.
1 – маркеры молекулярной массы; 2 – мембранная фракция клеток P. pastoris; 3 – фракция, содержащая рекомбинант-
ную люциферазу N. nambi, после металл-хелатной хроматографии; 4 – фракция, содержащая рекомбинантную люци-
феразу N. nambi, после гель-фильтрационной хроматографии. Гель окрашен Кумасси G250.
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в 50 мМ Na-фосфатном буфере, pH 7.0, содержа-
щем 150 мМ NaCl и 0.04% DDM, для гель-филь-
трации. В результате была получена рекомби-
нантная люцифераза N. nambi с чистотой более
95% (рис. 2) и с выходом 10 мг с литра культуры
P. pastoris.

При гель-фильтрации на колонке Superdex200
в присутствии мицелл детергента DDM люцифе-
раза элюируется одним пиком, соответствующим
молекулярной массе около 60 кДа. C одной сто-
роны, люцифераза может представлять собой ди-
мер, так как расчетная масса мономера, опреде-
ленная по аминокислотной последовательности,
31.4 кДа. Однако с учетом размеров мицеллы
DDM (40–70 кДа) и условий гель-фильтрации,
люцифераза более вероятно является мономе-
ром, связанным с детергентом, хотя точная сте-
хиометрия такого комплекса остается неизвест-
ной.

Полученный после гель-фильтрации препарат
люциферазы был исследован методом спектро-
скопии кругового дихроизма. Спектр получен в
20 mM Na-фосфатном буфере, содержащем
100 mM NaCl, 0.04% DDM, pH 7.4, 5°C на спек-
трополяриметре J-810 (JASCO, Япония) при кон-
центрации белка 11 мкМ в кювете толщиной
0.01 см. Для обсчета данных использованы про-
грамма CONTINLL (пакет CDPro), набор рефе-
ренсных спектров: SMP56. Результат анализа по-
лученного спектра представлен в табл. 1. Наличие
представленных в таблице бета-структур и альфа-
спиральных участков говорит о высокой вероят-
ности наличия белка с нативной структурой в
очищенном препарате люциферазы.

Активность люциферазы in vitro радикально
зависит от наличия детергентов в среде (рис. 3).
Мы провели сравнение биолюминесцентной ак-
тивности рекомбинантной nnLuz в присутствии
Tween-20, Triton X-100, NP-40, дигитонина,

Таблица 1. Анализ полученного спектра кругового дихроизма

Число а.о. Альфа-спираль, % Бета-структура, % Поворот, % Неупоряд., % NRMSD

275 21.5 26.8 22.5 29.1 0.05

Рис. 3. Влияние детергентов на биолюминесценцию люциферазы. Реакцию проводили в 200 mM Na-фосфатном бу-
фере pH 8.0, содержащем указанную концентрацию детергента и 50 мкМ люциферина грибов. Измерения проводили
в течение 30 сек. Представлены интегрированные значения интенсивности света.
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DDM, FOS-12 и CHAPS. Различные детергенты в
разной степени способствуют люминесцентной
реакции. Наибольшая активность люциферазы
наблюдалась в присутствии FOS-12 (n-Dodecyl-
phosphocholine). Однако нами было показано, что
при хранении в присутствии детергента FOS-12
очищенная nnLuz теряет активность, при хране-
нии в присутствии DDM потери активности лю-
циферазы не наблюдалось. Поэтому очистку и
измерение ее активности производили также в
DDM, чтобы избежать образования смешанных
мицелл при измерении.

Оптимальный рН для биолюминесцентной ре-
акции составляет 8.0 (рис. 4а). Рекомбинантная
люцифераза является термочувствительным фер-
ментом, инкубация в течение 10 мин при темпе-
ратуре 30°C практически полностью инактивиру-
ет фермент (рис. 4б).

Была определена константа Михаэлиса-Мен-
тен для реакции окисления люциферина, катали-
зируемой рекомбинантной люциферазой N. nam-
bi. Реакцию проводили при концентрации люци-
феразы 50 нМ в 200 мМ Na-фосфатном буфере,
pH 8.0, содержащем 500 мМ Na2SO4, 0.1% DDM
при комнатной температуре, концентрацию лю-
циферина грибов варьировали от 2 нМ до 50 мкМ.
Значения начальной интенсивности биолюми-
несценции аппроксимировали функцией Миха-
элиса-Ментен при помощи программного пакета
Origin. Km составила 1.09 ± 0.06 мкМ.

Таким образом, в результате проделанной рабо-
ты получена и охарактеризована рекомбинантная
люцифераза N. nambi. Разработанная методика вы-
деления этого фермента будет далее использована
для наработки достаточных количеств белка для

кристаллизации и исследования пространственной
структуры люциферазы методом ЯМР.
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A key component of the recently described bioluminescent system of higher fungi is luciferase, a new class of
proteins. The properties of fungal luciferase and their relationship with its structure are interesting both for
improving the autoluminescent systems already created on its basis, and for creating new ones. Therefore, it
is extremely important to understand the spatial structure of this protein. We have performed heterologous
expression and purification of Neonothopanus nambi luciferase, obtained a protein suitable for subsequent
crystallization, and determined some biochemical properties of recombinant luciferase.

Keywords: bioluminescence, luciferase, nnLuz, Neonothopanus nambi, heterologous expression, Pichia pas-
toris
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