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Проведено сравнительное исследование экспрессии внеклеточных сериновых протеиназ Bacillus
pumilus (субтилизиноподобной протеиназы и глутамилэндопептидазы) под контролем разных про-
моторов и сигнальных пептидов на основе LIKE-системы экспрессии у различных реципиентных
штаммов Bacillus subtilis с помощью масс-спектрометрического анализа в режиме мониторинга мно-
жественных реакций (МРМ). Максимальная экспрессия субтилизиноподобной протеиназы уста-
новлена под контролем смоделированного сигнального пептида (SPAsp) и индуцибельного промо-
тора PLiaI LIKE-системы экспрессии в протеазодефицитном штамме B. subtilis 20-36, количество
секретируемого белка составило 1.6 мкг/мкл культуральной жидкости. Оптимальная экспрессия
глутамилэндопептидазы установлена под контролем сигнального пептида гена гликозидгидролазы
Bacillus megaterium (SPYngk) и индуцибельного промотора PLiaI в протеазодефицитном штамме B. sub-
tilis 20-36, максимальное количество белка составило 0.06 мкг/мкл. Сделано заключение о значимо-
сти подбора всех компонентов системы экспрессии для индивидуальных секретируемых белков,
включая подбор оптимального сигнального пептида.
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Бактерии рода Bacillus широко известны как
продуценты промышленно-ценных ферментов и
функциональных белков. Для получения гетероло-
гичных полипептидов проводят конструирование и
оптимизацию экспрессионных систем Bacillus subti-
lis, содержащих контролируемые и высокоактивные
промоторы (Cai et al., 2019). С другой стороны, необ-
ходимым элементом секреторной системы B. subtilis
является сигнальный пептид (Cui et al., 2018). Во
многих случаях промышленные белки успешно
секретируются под управлением гетерологичных
сигнальных пептидов (Armenteros et al., 2019;
Zhang et al., 2020), причем показано, что способ-
ность к секреции у рекомбинантных штаммов ба-
цилл во многом зависит от сигнального пептида и
специфических белков-мишеней (Brockmeier et al.,
2006; Chen et al., 2015; Zhang et al., 2017; Huang et al.,
2018). Наряду с использованием гетерологичных
сигнальных пептидов для повышения экспрессии
сериновых протеиназ Bacillus pumilus (субтилизи-
ноподобной протеиназы и глутамилэндопептида-
зы) в клетках B. subtilis мы тестировали различные
промоторы: индуцибельный промотор LIKE-си-
стемы экспрессии (PLiaI) (Toymentseva et al., 2012)

и конститутивный промотор гена degQ, в составе
которого замена единственного нуклеотида в ре-
гионе “-10” позволила получить конститутивную
активность промотора PdegQ36 (Msadek et al., 1991).

Подбор сигнальных пептидов проводили с
применением LIKE-системы экспрессии (от нем.
LIa-KontrollierteExpression) под контролем сильного
индуцибельного промотора PLiaI двухкомпонентной
системы LiaRS B. subtilis (индуктор – стрессовые
факторы). Длина регуляторного региона составляет
101 п.о. и включает LiaR-связывающую последова-
тельность для индукции промотора PLiaI; оптимизи-
рованную до канонической рибосом-связывающей
последовательности (–taaggagg–), характерную для
генов бациллярных белков, расстояние от этого
бокса до стартового кодона составляет 7 нуклеоти-
дов. Такое расположение генетических элементов в
промоторе повышает эффективность трансляции
(Toymentseva et al., 2012). С помощью LIKE экс-
прессионной системы нами тестированы разные
сигнальные пептиды B. megaterium: SPPac – сигналь-
ный пептид гена пенициллинамидазы, SPYngk ‒
сигнальный пептид гена гликозидгидролазы и
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SPAsp – смоделированный сигнальный пептид
(Tikhonova et al., 2017). Установлено, что эффек-
тивными сигнальными пептидами в составе ре-
комбинантных конструкций с генами протеиназ B.
pumilus (субтилизиноподобной протеиназы и глу-
тамилэндопептидазы) в составе LIKE-системы экс-
прессии являлись сигнальный пептид SPYngk для
продукции глутамилэндопептидазы и смодели-
рованный сигнальный пептид SPAsp – для продук-
ции субтилизиноподобной протеиназы (Tikhono-
va et al., 2017).

Важным этапом в оптимизации секреции бел-
ка является выбор реципиентного штамма (Gu
et al., 2018, Contesini et al., 2018). Применение тех-
нологии рекомбинантной ДНК позволило изме-
нять генетику штаммов-хозяев. Оказалось, что
избыточное производство чужеродных белков у
микроорганизмов приводит к сложным процес-
сам в клетке, и подбор оптимальных штаммов для
получения гетерологичных белков требует всесто-
роннего изучения клеточной физиологии (Toya et
al., 2014). Мы исследовали экспрессию протеиназ
B. pumilus (субтилизиноподобной протеиназы и
глутамилэндопептидазы) в различных штаммах
B. subtilis: протеазодефицитном штамме 20-36 с
делециями собственных внеклеточных протеиназ
(Δapr-684, ΔnprE522) и штамме 27-31, в геноме ко-
торого методом направленного редактирования
удалены гены, продукты которых ответственны за
споруляцию, образование биопленок, антимикроб-
ных метаболитов и внеклеточных протеиназ (∆aprE,
∆aprX, ∆wprA, ∆epr, ∆bpr, ∆vpr, ∆mpr, ∆nprB).

Целью работы являлось сравнение экспрессии
сериновых протеиназ B. pumilus под контролем
разных промоторов и сигнальных пептидов у
штаммов-реципиентов B. subtilis 20-36 и 27-31 на
основе масс-спектрометрического анализа в ре-
жиме мониторинга множественных реакций
(МРМ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Штаммы и плазмиды. Штаммы, использован-

ные и полученные в работе, представлены в табл. 1.
Плазмидный вектор pGP382 предоставлен про-
фессором T. Mascher (Мюнхенский университет
Людвига-Максимилиана, г. Мюнхен, Германия).
Вектор pLIKE, а также оптимизированные сиг-
нальными пептидами вектора LIKE-системы ‒ из
музея кафедры микробиологии КФУ (Toymentse-
va et al., 2012; Tikhonova et al., 2017).

Питательные среды и культивирование. Культи-
вирование штаммов проводили на среде LB (Лу-
рия‒Бертани) (Sambrook, Green, 2012) следующего
состава (%): триптон – 1.0; дрожжевой экстракт –
0.5; NaCl – 0.5; pH 8.5. Агаризованная среда LB
включала дополнительно 2% агара (LA). Среды
стерилизовали при 1 атм. в течение 30 мин. Для

приготовления сред использовали дистиллиро-
ванную воду. Штаммы B. subtilis, содержащие ре-
комбинантные конструкции, выращивали на пи-
тательной среде при добавлении эритромицина в
концентрации 10 мкг/мл. Для индукции LIKE-
системы использовали антибиотик бацитрацин в
концентрации 50 мкг/мл (Toymentseva et al.,
2012). Для определения активности в культураль-
ной жидкости рекомбинантных штаммов анали-
зировали динамику роста бактерий с интервалом
в 2 ч. Рост бактерий оценивали по изменению оп-
тической плотности (ОП) культуры на спектро-
фотометре xMark (“BioRad”, США) при длине
волны излучения λ = 600 нм.

Определение протеолитической активности.
Протеолитическую активность определяли по
расщеплению ферментом азоказеина. За единицу
активности принимали количество фермента,
гидролизующее в условиях эксперимента 1 мкг
субстрата за 1 мин (Demidyuk et al., 2004).

Количественный масс-спектрометрический ана-
лиз в режиме мониторинга множественных реакций
(LC–MRM–MS). Для количественной оценки
протеиназ 50 мл культуры выращивали в среде LB
в течение 24 ч. Бацитрацин, 50 мкг/мл, добавляли
в качестве индуктора к культуральной жидкости
B. subtilis, содержащих LIKE-систему экспрессии,
при достижении ОП600 = 0.4‒0.5. Для получения
фракции внеклеточного белка клетки удаляли
центрифугированием в течение 20 мин при 11000 g,
а супернатант фильтровали через полиэфирсуль-
фоновый фильтр (d = 90 мм, 0.22 мкм, “Merck”,
“Millipore”). Супернатант осаждали в течение
30 мин на ледяной бане путем добавления 100%
трихлоруксусной кислоты (ТХУ, w/v) в соотно-
шении 1 : 10 к 50 мл отфильтрованного конечного
раствора. Далее центрифугировали при 37000 g в
течение 15 мин. Внеклеточные белки в полученном
осадке растворяли в RapiGest SF 0.1% (“Waters”,
США). Концентрацию общего белка измеряли в
осажденных образцах с помощью набора BCA Pro-
teinAssayKit (“Novagen”, США) в соответствии с
инструкцией по применению. Для трипсинолиза
использовали 300 мкг белка. К образцам добавля-
ли трипсин (#V5111, “Promega”, США) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Детекцию
пептидов осуществляли методом мониторинга
множественных реакций (МРМ) на масс-спек-
трометре Q-TRAP 6500 (“AB Sciex”, США), ком-
бинированном с жидкостным хроматографом In-
finity 1290 (“Agilent”, США). Количественное
определение белков проводили с помощью по-
строения калибровочных кривых с протеотипи-
ческими пептидами (Toymentseva et al., 2020).
Пептид NAVDTANNR был использован для коли-
чественного определения субтилизиноподобной
протеиназы, для глутамилэндопептидазы был по-
добран пептид TDTNIGNTVGYR (чистота пепти-
дов >98%) (“Сервис Ген”, Россия). Протеотипиче-
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ские пептиды для каждого их белков подбирали с
помощью программного обеспечения Skyline (вер-
сия 20.1).

Математическая обработка результатов. Для ко-
личественной оценки сериновых протеаз B. pumilus
методом МРМ нами подобраны уникальные пеп-
тиды для субтилизиноподобной протеиназы и
глутамилэндопептидазы с использованием про-
граммного обеспечения Skyline (версия 20.1, Сиэтл,
Вашингтон, США). За измерение каждого белка
принимали среднее арифметическое значение,
рассчитанное на основании результатов МРМ-
анализа в трех технических повторах. Статисти-
ческий анализ и отображение полученных ре-
зультатов было выполнено с применением пакета
MS Excel (2016 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение динамики роста и активности реком-

бинантных штаммов. B. subtilis широко применяется

как продуцент белков и ферментов для масштабно-
го производства. Выбор промотора и сигнального
пептида может существенно повлиять на уровень
секреции белков у бацилл. Используя этот подход,
мы провели сравнительную оценку экспрессии ге-
нов различных протеиназ в рекомбинантных штам-
мах B. subtilis под контролем разных промоторов и
сигнальных пептидов. Изучали динамику роста ре-
комбинантных штаммов B. subtilis 20-36, секрети-
рующих субтилизиноподобную протеиназу и глу-
тамилэндопептидазу B. pumilus под контролем
разных промоторов и сигнальных пептидов (рис. 1).

Сравнивали активность протеиназ под контро-
лем собственного сигнального пептида и разных
промоторов: индуцибельного промотора PLiaI и
конститутивного промотора PDegQ36. Показано, что
максимальная протеолитическая активность субти-
лизиноподобной протеиназы B. pumilus в штамме
B. subtilis MRB044 (pLIKE + SPAprBp + aprBp) после
индукции промотора составляла 0.64 ед./мл на

Таблица 1. Штаммы, использованные в работе

Штамм Генотип Источник

B. pumilus 3-19 StrR Музей кафедры микробиологии, КФУ

B. subtilis:
20-36 ΔaprE-684, ΔnprE522 Предоставлен проф. E. Феррари,

Genencor Int. Inc., США
27-31 ∆aprE, ∆aprX, ∆wprA, ∆epr, ∆bpr, ∆vpr, ∆mpr, ∆nprB Предоставлены проф. J. Altenbuchner 

(Гронингенский университет,
г. Гронинген, Германия)

AT1 ΔaprE-684, ΔnprE522, pLIKE (Tikhonova et al., 2017)
B. subtilis 20-36:
MRB044 pLIKE-rep + SPaprBp + aprBp (Tikhonova et al., 2017)
MRB046 pLIKE-rep + SPYngk + aprBp (Tikhonova et al., 2017)
MRB083 pLIKE + SPAsp + aprBp (Tikhonova et al., 2017)
MRB072 pGP382 + aprBp Музей кафедры микробиологии, КФУ
MRB047 pLIKE-rep + SPgseBp + gseBp (Tikhonova et al., 2017)
MRB049 pLIKE-rep + SPYngk + gseBp (Tikhonova et al., 2017)
MRB084 pLIKE + SPAsp + gseBp (Tikhonova et al., 2017)
MRB073 pGP382 + gseBp Музей кафедры микробиологии, КФУ
B. subtilis 27-31:
MRB089 pLIKE + aprBp Музей кафедры микробиологии, КФУ
MRB090 pLIKE + SPYngk + aprBp

MRB091 pLIKE + SPAsp + aprBp

MRB080 pGP382 + aprBp
MRB085 pLIKE + gseBp
MRB087 pLIKE + SPYngk + gseBp

MRB088 pLIKE + SPAsp + gseBp

MRB081 pGP382 + gseBp
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20 ч роста, активность в штамме под контролем
конститутивного промотора B. subtilis MRB072
(pGP382 + aprBp) составляла 0.62 ед./мл на 22 ч
роста. Максимальная протеолитическая активность
глутамилэндопептидазы в штамме под контролем
собственного сигнального пептида и индуци-
бельного промотора B. subtilis MRB047 (pLIKE +
+ SPGseBp + gseBp) после индукции составляла

0.47 ед./мл на 18 ч роста, активность в штамме под
контролем конститутивного промотора B. subtilis
MRB073 (pGP382 + gseBp) составляла 0.23 ед./мл
на 22 ч роста. Таким образом, активность субти-
лизиноподобной протеиназы практически не от-
личалась под контролем разных промоторов, ак-
тивность глутамилэндопептидазы была выше под
контролем индуцибельного промотора PLiaI.

Рис. 1. Динамика роста и активности протеиназ рекомбинантных штаммов B. subtilis 20-36 с конструкциями генов
ферментов с разными промоторами и сигнальными пептидами: а – B. subtilis MRB047 ‒ ген глутамилэндопептидазы
B. pumilus под контролем собственного сигнального пептида и индуцибельного промотора PLiaI; б – B. subtilis MRB049 – ген
глутамилэндопептидазы B. pumilus под контролем сигнального пептида гена гликозидгидролазы B. megaterium (SPYngk)
и индуцибельного промотора PLiaI; в – B. subtilis MRB084 – ген глутамилэндопептидазы B. pumilus под контролем смо-
делированного сигнального пептида (SPAsp) и индуцибельного промотора PLiaI; г – B. subtilis MRB044 – ген субтили-
зиноподобной протеиназы B. pumilus под контролем собственного сигнального пептида и индуцибельного промотора
PLiaI; д – B. subtilis MRB046 – ген субтилизиноподобной протеиназы B. pumilus под контролем сигнального пептида
гена гликозидгидролазы B. megaterium (SPYngk) и индуцибельного промотора PLiaI; е – B. subtilis MRB083 – ген субти-
лизиноподобной протеиназы B. pumilus под контролем смоделированного сигнального пептида (SPAsp) и индуцибель-
ного промотора PLiaI; ж – B. subtilis MRB073 – ген глутамилэндопептидазы B. pumilus под контролем собственного сиг-
нального пептида и конститутивного промотора PDegQ36; з – B. subtilis MRB072 – ген субтилизиноподобной протеина-
зы B. pumilus под контролем собственного сигнального пептида и конститутивного промотора PDegQ36. Серыми
столбцами обозначена протеолитическая активность в отсутствие индуктора, красными столбцами – протеолитиче-
ская активность с индуктором (бацитрацин).
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Изучали активность субтилизиноподобной про-
теиназы под контролем собственного сигнального
пептида (SPAprBp) и рекомбинантных сигнальных
пептидов B. megaterium (SPYngk, SPAsp) в составе
LIKE экспрессионной системы. Немецкие иссле-
дователи показали, что сигнальный пептид гена
гликозидгидролазы B. megaterium (SPYngk), а также
смоделированный in silico сигнальный пептид
SPAsp обеспечивали высокую эффективность сек-
реции гетерологичной гликозидгидролазы Ther-
mobifida fusca (в 6 раз выше, чем ее собственный
сигнальный пептид) (Stammen et al., 2010). При те-
стировании этих сигнальных пептидов нами уста-
новлено, что максимальная протеолитическая ак-
тивность субтилизиноподобной протеиназы под
управлением сигнального пептида SPYngk в штамме
B. subtilis MRB046 (pLIKE + SPYngk + aprBp) после
индукции промотора составляла 0.3 ед./мл на 28 ч
роста, а в штамме B. subtilis MRB083 под контро-
лем сигнального пептида SPAsp (pLIKE + SPAsp +
+ aprBp) ‒ 2.2 ед./мл на 24 ч роста, что указывает
на большую эффективность смоделированного
сигнально пептида (рис. 1д, 1е).

Изучали активность глутамилэндопептидазы
под контролем собственного сигнального пептида
(SPGseBp) и рекомбинантных сигнальных пептидов
B. megaterium (SPYngk, SPAsp) в составе LIKE экс-
прессионной системы. Показали, что максималь-
ная активность глутамилэндопептидазы в штамме
B. subtilis MRB049 под управлением сигнального
пептида SPYngk (pLIKE + SPYngk + gseBp) после ин-
дукции промотора составила 1.3 ед./мл на 16 ч ро-
ста, в штамме B. subtilis MRB084 под контролем
сигнального пептида SPAsp (pLIKE + SPAsp + gseBp)
составила 0.75 ед./мл на 16 ч роста (рис. 1б, 1в).

Таким образом, замена собственного сигналь-
ного пептида субтилизиноподобной протеиназы
(SPAprBp) на смоделированный сигнальный пептид
SPAsp в сочетании с сильным индуцибельным про-
мотором PLiaI позволила повысить активность фер-
мента в 4 раза, а замена собственного сигнального
пептида глутамилэндопептидазы (SPGseBp) на ре-
комбинантный сигнальный пептид SPYngk позво-
лила повысить активность фермента в 9 раз.

Изучали экспрессию протеиназ B. pumilus в
штамме B. subtilis 27-31, в геноме которого мето-
дом направленного редактирования удалены гены,
продукты которых ответственны за споруляцию,
образование биопленок, антимикробных метабо-
литов и внеклеточных протеиназ. Динамика роста
рекомбинантных штаммов B. subtilis 27-31, сек-
ретирующих субтилизиноподобную протеиназу
и глутамилэндопептидазу, была схожей: к 12‒14 ч
роста рекомбинантные культуры достигали мак-
симальной оптической плотности и переходили
в фазу отмирания культуры, стационарная фаза
практически отсутствовала (рис. 2). Проводили

сравнительный анализ активности субтилизинопо-
добной протеиназы под контролем собственного
сигнального пептида и разных промоторов: инду-
цибельного промотора PLiaI и конститутивного про-
мотора PDegQ36. Показано, что максимальная про-
теолитическая активность субтилизиноподобной
протеиназы в культуральной жидкости рекомби-
нантного штамма B. subtilis MRB089 под контролем
индуцибельного промотора (pLIKE + SPAprBp +
+ aprBp) после индукции составляла 0.8 ед./мл на
14 ч роста, активность протеиназы в культуральной
жидкости штамма под контролем конститутивного
промотора B. subtilis MRB080 (pGP382 + aprBp) со-
ставляла 0.85 ед./мл на 16 ч роста (рис. 2г, 2з). Та-
ким образом, полученные данные по активности
субтилизиноподобной протеиназы в штамме
B. subtilis 27-31 коррелируют с активностью про-
теиназы в штамме B. subtilis 20-36, активность
протеиназы под контролем собственного сиг-
нального пептида и разных промоторов практи-
чески не различалась.

Оценивали активность субтилизиноподобной
протеиназы в культуральной жидкости рекомби-
нантного штамма B. subtilis 27-31 под контролем
индуцибельного промотора PLiaI и рекомбинантных
сигнальных пептидов B. megaterium (SPYngk, SPAsp).
Нами установлена максимальная протеолитиче-
ская активность в культуральной жидкости ре-
комбинантного штамма B. subtilis MRB091 под
контролем смоделированного сигнального пеп-
тида SPAsp (pLIKE + SPAsp + aprBp) ‒ 1.8 ед./мл, в
культуральной жидкости штамма B. subtilis
MRB090 под контролем сигнального пептида
SPYngk (pLIKE + SPYngk + aprBp) после индукции
промотора активность составила 0.32 ед./мл
(рис. 2д, 2е). Таким образом, для оптимальной
экспрессии гена субтилизиноподобной протеи-
назы наиболее эффективным является гетероло-
гичный смоделированный сигнальный пептид
(SPAsp) в сочетании с сильным индуцибельным
промотором PLiaI.

Сравнивали активность глутамилэндопепти-
дазы под контролем собственного сигнального
пептида и двух промоторов (PLiaI и PDegQ36) в штамме
B. subtilis 27-31. Показано, что максимальная ак-
тивность глутамилэндопептидазы в штамме под
контролем собственного сигнального пептида и
индуцибельного промотора B. subtilis MRB085
(pLIKE + SPGseBp + gseBp) после индукции состав-
ляла 0.18 ед./мл на 14 ч роста, активность в штам-
ме под контролем конститутивного промотора
B. subtilis MRB081 (pGP382 + gseBp) составляла
0.34 ед./мл на 12 ч роста (рис. 2а, 2ж). Таким обра-
зом, при экспрессии гена глутамилэндопептидазы
под контролем собственного сигнального пептида
более эффективным является конститутивный
промотор.
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Изучали активность глутамилэндопептидазы
под контролем рекомбинантных сигнальных пеп-
тидов B. megaterium (SPYngk, SPAsp) в составе LIKE
экспрессионной системы в штамме B. subtilis 27-31.
Показано, что максимальная активность глута-
милэндопептидазы в культуральной жидкости мо-
дифицированного штамма B. subtilis MRB087 под
контролем сигнального пептида SPYngk (pLIKE +
+ SPYngk + gseBp) после индукции промотора со-

ставляла 1.1 ед./мл; в культуральной жидкости
штамма B. subtilis MRB088 под контролем смодели-
рованного сигнального пептида (pLIKE + SPAsp +
+ gseBp) активность глутамилэндопептидазы со-
ставила 0.98 ед./мл (рис. 2б, 2в). Таким образом,
для получения внеклеточной глутамилэндопепти-
дазы наиболее эффективными являются рекомби-
нантные сигнальные пептиды (SPYngk и SPAsp) в соче-
тании с сильным индуцибельным промотором PLiaI.

Рис. 2. Динамика роста и активности протеиназ рекомбинантных штаммов B. subtilis 27-31 с конструкциями генов
ферментов с разными промоторами и сигнальными пептидами: а – B. subtilis MRB085 – ген глутамилэндопептидазы
B. pumilus под контролем собственного сигнального пептида и индуцибельного промотора PLiaI; б – B. subtilis MRB087 – ген
глутамилэндопептидазы B. pumilus под контролем рекомбинантного сигнального пептида гена гликозидгидролазы
B. megaterium (SPYngk) и индуцибельного промотора PLiaI; в – B. subtilis MRB088 – ген глутамилэндопептидазы B. pum-
ilus под контролем смоделированного сигнального пептида (SPAsp) и индуцибельного промотора PLiaI; г – B. subtilis
MRB 089 – ген субтилизиноподобной протеиназы B. pumilus под контролем собственного сигнального пептида и ин-
дуцибельного промотора PLiaI; д – B. subtilis MRB090 – ген субтилизиноподобной протеиназы B. pumilus под контро-
лем рекомбинантного сигнального пептида гена гликозидгидролазы B. megaterium (SPYngk) и индуцибельного промо-
тора PLiaI; е – B. subtilis MRB091 – ген субтилизиноподобной протеиназы B. pumilus под контролем смоделированного
сигнального пептида (SPAsp) и индуцибельного промотора PLiaI; ж – B. subtilis MRB081 – ген глутамилэндопептидазы
B. pumilus под контролем собственного сигнального пептида и конститутивного промотора PDegQ36; з – B. subtilis
MRB080 – ген субтилизиноподобной протеиназы B. pumilus под контролем собственного сигнального пептида и кон-
ститутивного промотора PDegQ36. Серыми столбцами обозначена протеолитическая активность в отсутствие индукто-
ра, красными столбцами – протеолитическая активность с индуктором (бацитрацин).
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Масс-спектрометрический анализ культураль-
ной жидкости исследуемых штаммов для количе-
ственного определения сериновых протеиназ. Для
количественной оценки внеклеточных протеиназ
рекомбинантных штаммов, а также оценки влия-
ния оптимизации экспрессионной системы мы
использовали подход на основе высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии/тандемной
масс-спектрометрии в режиме мониторинга мно-
жественных реакций (МРМ). Эта технология
позволяет с высокой чувствительностью опреде-
лить количественное содержание целевого белка
и при этом не требует наработки специфичных
антител. Для количественной оценки сериновых
протеиназ с применением программного обеспе-
чения Skyline конструировали уникальные про-
теотипические пептиды для каждого фермента на
основе их первичной структуры: NAVDTANNR
для субтилизиноподобной протеиназы, TDT-
NIGNTVGYR для глутамилэндопептидазы (сте-
пень чистоты пептидов составляла >98%) (Toy-
mentseva et al., 2020).

По результатам MРM-анализа нами показано,
что оптимизация экспрессионной системы с ис-
пользованием рекомбинантного сигнального пеп-
тида SPYngk B. megaterium в протеазодефицитном
штамме B. subtilis 20-36 позволила увеличить секре-
цию глутамилэндопептидазы (после индукции про-
мотора PLiaI) в 60 раз по сравнению со штаммом, где
глутамилэндопептидаза находится под контро-
лем собственного сигнального пептида SPGseBp.

Штамм B. subtilis 20-36 с системой экспрессии для
субтилизиноподобной протеиназы, содержащий
смоделированный сигнальный пептид SPAsp под
контролем индуцибельного промотора PLiaI, оказал-
ся более эффективным для продукции фермента:
концентрация белка после индукции LIKE-систе-
мы увеличилась в 66 раз (табл. 2). Количественный
анализ секретируемых протеиназ рекомбинант-
ными штаммами показал, что более эффективным
реципиентным штаммом является протеазодефи-
цитный штамм B. subtilis 20-36 (табл. 2), макси-
мальное количество субтилизиноподобной проте-
иназы и глутамилэндопептидазы составило 1.6 и
0.06 мкг/мкл соответственно. В штамме B. subti-
lis 27-31 с редактированным геномом макси-
мальное количество субтилизиноподобной про-
теиназы и глутамилэндопептидазы составило 0.9
и 0.04 мкг/мкл. Отсутствие корреляции между
активностью и количеством белка в штамме
B. subtilis 27-31, по-видимому, связано с быстрым
отмиранием культуры после достижения макси-
мума роста (рис. 2).

В настоящем исследовании нами изучена экс-
прессия сериновых протеиназ B. pumilus (субтили-
зиноподобной протеиназы и глутамилэндопепти-
дазы) под контролем разных промоторов и сигналь-
ных пептидов в реципиентных штаммах B. subtilis.
Показано, что для продукции субтилизиноподоб-
ной протеиназы наиболее эффективной оказалась
конструкция в протеазодефицитном штамме-реци-
пиенте B. subtilis 20-36, содержащая LIKE-систему

Таблица 2. Количественный анализ секретируемых протеиназ рекомбинантными штаммами

Штамм Целевой белок (мкг/мкл), 
индуктор “‒”/“+” Штамм Целевой белок (мкг/мкл), 

индуктор “‒”/“+”

субтилизиноподобная протеиназа (AprBp) глутамилэндопептидаза (GseBp)

B. subtilis 20-36 B. subtilis 20-36

B. subtilis MRB044 (SPaprBp) 0.024/1.5 B. subtilis MRB047 (SPgseBp) 0.00036/0.005

B. subtilis MRB046 (SPYngk) 0.005/0.03 B. subtilis MRB049 (SPYngk) 0.006/0.06

B. subtilis MRB092 (SPAsp) 0.032/1.6 B. subtilis MRB093 (SPAsp) 0.0042/0.04

B. subtilis MRB072
(pGP382 + aprBp)

0.08 B. subtilis MRB073
(pGP382 + gseBp)

0.038

B. subtilis 27-31 B. subtilis 27-31

B. subtilis MRB089 (SPaprBp) 0.02/0.7 B. subtilis MRB085 (SPgseBp) 0.0001/0.002

B. subtilis MRB090 (SPYngk) 0.0046/0.01 B. subtilis MRB087 (SPYngk) 0.002/0.04

B. subtilis MRB091 (SPAsp) 0.022/0.9 B. subtilis MRB088 (SPAsp) 0.0001/0.001

B. subtilis MRB080
(pGP382 + aprBp)

0.03 B. subtilis MRB081
(pGP382 + gseBp)

0.034
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экспрессии и смоделированный сигнальный пеп-
тид SPAsp, количество белка составило 1.6 мкг/мкл,
что в 66 раз больше по сравнению с секрецией под
контролем собственного сигнального пептида. Для
продукции глутамилэндопептидазы наиболее эф-
фективным оказался сигнальный пептид гена гли-
козидгидролазы B. megaterium SPYngk, количество
белка после индукции промотора составило
0.06 мкг/мкл. Таким образом, с применением коли-
чественных методов анализа нами установлено, что
в процессе оптимизации экспрессионной системы
у бацилл для каждой гетерологичной конструкции
важно подбирать промоторы и сигнальные пепти-
ды, чтобы обеспечить условия эффективной секре-
ции, а также применять оптимальный штамм-про-
дуцент.
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Abstract—A comparative study of the expression of B. pumilus extracellular serine proteinases (subtilisin-like
proteinase and glutamyl endopeptidase) under the control of different promoters and signal peptides based
on the LIKE expression system in various B. subtilis recipient strains was carried out using mass spectral anal-
ysis in the monitoring of multiple reactions (MRM) mode. The maximum expression of the subtilisin-like
proteinase was established under the control of a simulated signal peptide (SPAsp) and an inducible promoter
of the PLiaI – LIKE expression system in the protease-deficient strain B. subtilis 20-36; the amount of secret-
ed protein was 1.6 μg/μL of the culture liquid. The optimal expression of glutamyl endopeptidase was estab-
lished under the control of the signal peptide of the Bacillus megaterium glycoside hydrolase gene (SPYngk) and
the inducible promoter PLiaI in the protease-deficient strain B. subtilis 20-36, the maximum amount of pro-
tein was 0.06 μg/μL. It was concluded that selection of all components of the expression system for individual
secreted proteins is of importance, including the selection of the optimal signal peptide.

Keywords: Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, subtilisin-like proteinase, glutamyl endopeptidase, expression
systems, optimization, mass spectral analysis
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