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Большую проблему при экспрессии рекомбинатного стрептавидина на магнетосомах (называемых
бактериальными магнитными наночастицами, или BMP) представляет присутствие эндогенного
биотина. Мы соединили мономерный фрагмент стрептавидина (SA1-116) с N-концом интеина и
получили предшественник SA1-116-IN, который экспрессировали в клетках Escherichia coli (BL21).
Параллельно фрагмент SA117-160 сшивали с С-концом интеина, после чего полученный химерный
полипептид экспрессировали на магнетосомах за счет соединения с мембранным белком магнето-
сом MamF. Далее в системе in vitro белкового сплайсинга смешивали очищенные сконструирован-
ные магнетосомы (BMP-SA117-160-IC) и предшественник SA1-116-IN. Наконец, для получения
функциональных магнитных частиц BMP-SA индуцировали опосредованный интеином транс-
сплайсинг. Наши результаты указывают на возможность использования транс-сплайсинга, опосре-
дованного интеином, для эффективного получения рекомбинантного стрептавидина на магнетосо-
мах, а также показывают возможности этого метода для получения других функциональных маг-
нитных наночастиц.
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ВВЕДЕНИЕ
Магнетосомы (называемые также бактериаль-

ными магнитными наночастицами, или BMP) –
это окруженные мембраной однодоменные маг-
нитные нанокристаллы, синтезируемые магнито-
тактическими бактериями. ВМР обладают высо-
кой чувствительностью к магнитному полю, име-
ют небольшие размеры и видоспецифичную
морфологию кристаллов [1, 2]. В состав мембра-
ны ВМР входят специальные трансмембранные
белки. Показано, что на мембранах ВМР наибо-
лее представлены два белка – MamC и MamF [3].
Таким образом, генетическая инженерия MamC
или MamF может использоваться для экспрессии
чужеродных функциональных белков на поверх-
ности ВМР [4]. Сделаны попытки получить раз-

личные функционализированные BMP, напри-
мер, за счет дисплея на BMP функциональных
компонентов, таких как ферменты, антитела,
функциональные пептиды, рецепторные белки,
частицы золота или олигонуклеотиды [5–8]. Зна-
чительное внимание в последнее время уделяется
технологиям магнитной сепарации и иммуномаг-
нитного анализа с использованием BMP [9, 10].
BMP сходны с коммерческими микро- и нано-им-
муномагнитными частицами с двухфазной (ядро–
оболочка) структурой, однако обладают, как пра-
вило, большим магнетизмом, поскольку их ядра
состоят из однодоменных магнитных кристаллов
и содержат больше магнетита. Над BMP легко
производить манипуляции, так как они обладают
сильным магнетизмом и небольшими размерами
[11–13].

Стрептавидин (SA) – гомотетрамерный белок
из Streptomyces avidinii, проявляет крайне высокую

1 Статья представлена на английском языке.
2 Эти авторы внесли равный вклад.
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специфичность к молекулам биотина. За счет
сильного, стабильного, нековалентного связыва-
ния стрептавидина и биотина иммунохимические
методы анализа с использованием этой системы
характеризуются наибольшей чувствительностью и
позволяют обнаружить даже незначительные коли-
чества анализируемого вещества в биологических
образцах [14]. Например, магнитные частицы, свя-
занные со стрептавидином, часто используют в ка-
честве твердой фазы в иммунохимии и в производ-
стве диагностических препаратов [15]. Ранее мы
получили рекомбинантный штамм магнитотакти-
ческих бактерий для продукции ВМР, связанных с
мономерным стрептавидином. Однако присут-
ствие эндогенного биотина в магнитотактических
бактериях может приводить к образованию ком-
плексов стрептавидин-биотин, что затрудняет по-
лучение чистых функциональных BMP-SA.

Белковый сплайсинг – это посттрансляцион-
ное ремоделирование белков, катализируемое
интеином. Разделенный интеин обладает способ-
ностью вырезать свои части из белков-предше-
ственников и сшивать фланкирующие полипеп-
тиды (экстеины) для получения зрелого белка и
стабильного интеина. В настоящем исследовании
для сшивания фрагментов SA1-116 и SA117-160 использо-
вали разделенный интеин, состоящий из N-конце-
вого фрагмента (IN) и С-концевого фрагмента (IC).
SA117-160-IC далее экспрессировали на BMP за счет
объединения с белком MamF в рекомбинантном
штамме магнитотактических бактерий. Наконец,
очищенные предшественники BMP-SA117-160-IC и
SA1-116-IN используют в in vitro белковом транс-
сплайсинге, опосредованном интеином, для полу-
чения функциональных BMP-SA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы и плазмиды. Штаммы
бактерий, мутанты, плазмиды и праймеры, ис-

пользованные в работе, перечислены в табл. 1.
Культуры Escherichia coli растили при 37°C в среде
Luria–Bertani (LB). Культуры Magnetospirillum gry-
phiswaldense (MSR-1) растили при 30°C в среде
LAY, как описано ранее [16].

Конструирование рекомбинантных плазмид. Ко-
дирующая последовательность SA1-116-IN получе-
на путем сшивания последовательностей SA1-116 и
IN1-104 из Ssp DnaX с последующим клонировани-
ем в вектор экспрессии pET28a-SA1-116-IN. Кон-
струкция SA117-160-IC-MamF получена путем объ-
единения последовательностей SA117-160, IC105-163 и
гена mamF с последующим клонированием в век-
тор pBBR для получения плазмиды pBBR-mamF-
SA117-160-IC. Экспрессионную плазмиду pET28a-
SA1-116-IN использовали для трансформации ком-
петентных клеток E. coli BL21 с целью получения
штамма BL21-SA1-116-IN. Рекомбинантной плаз-
мидой pBBR-mamF-SA117-160-IC трансформиро-
вали клетки E. coli S17-1, а затем переносили ее в
штамм MSR-1/∆F посредством конъюгации. Му-
тантные штаммы MSR-1/∆F-SA117-160-IC отбира-
ли согласно [16].

Экспрессия и очистка SA1-116-IN. Колонию
штамма BL21-SA1-116-IN выращивали в жидкой
среде LB в присутствии 25 мкг/мл канамицина
при 37°C. При достижении оптической плотно-
сти (OD600), равной 0.4–0.6, добавляли 1 мМ
ИПТГ и культивировали клетки при 37°C в тече-
ние 3–6 ч для индукции синтеза рекомбинантно-
го белка. Культуру центрифугировали при 5000 g
в течение 20 мин, затем помещали в лизирую-
щий буфер (50 мМ Трис-HCl, 1 ммоль/л EDТА,
100 ммоль/л NaCl и 1 мг/мл лизоцима, pH 8.0) и
обрабатывали ультразвуком. Далее после центри-
фугирования (12000 g, 30 мин, 4°C) раствор
фильтровали через 0.45 мкм фильтр и наносили
на колонку с Ni-NTA. Белок SA1-116-IN элюиро-
вали 100 мМ имидазолом и анализировали элек-

Таблица 1. Штаммы и плазмиды
Название Описание Источник

Штаммы
MSR-1/∆F M. gryphiswaldense MSR-1 с удаленным mamF [10]
MSR-1/∆F-SA117-160-IC MSR-1 с удаленным mamF, содержащий pBBR-mamF-SA117-160-

IC; Kmr, Gmr
Данная работа

E. coli S17-1 Pro thi hsdR recA, хромосомная интеграция RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7, 
SmrTra+

[10]

BL21-SA1-116-IN E. coli BL21, содержащий pET28a-SA1-116-IN Данная работа

Плазмиды

pET28a-SA1-116-IN pET28a вектор с фрагментом SA1-116-IN; Kmr
1 Данная работа

pBBR-mamF-SA117-160-IC pBBR1MCS-2 вектор с фрагментом mamF-SA117-160-IC; Kmr
1 Данная работа
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трофорезом в 12%-ном полиакриламидном геле
(SDS-PAGE).

Экспрессия и очистка BMP-SA117-160-IC. Клетки
штамма MSR-1/∆F-SA117-160-IC пересевали 3 раза, а
затем нарабатывали в ферментере объемом 10 л.
Условия культивирования и среду подбирали ра-

нее [17, 18]. Клетки MSR-1/∆F-SA117-160-IC соби-
рали, помещали в PBS (10 мМ, pH 7.4; 20 мл/г
осадка бактерий) и обрабатывали ультразвуком.
Частицы BMP-SA117-160-IC выделяли с помощью
магнитного штатива, ресуспендировали в PBS и
снова озвучивали в течение нескольких подходов.

Рис. 1. а – Схематичное изображение белкового транс-сплайсинга, опосредованного интеином. б – Анализ с помо-
щью SDS-PAGE белков SA1-116-IN (1), MamF-SA117-160-IC (2) и сплайсированных белков (3, MamF-SA соответствует
размеру 31.5 кДа). в – Анализ взаимодействия между BMP-SA и биотинилированной ДНК с помощью электрофореза
в агарозном геле. На первой дорожке в качестве контроля к смеси биотинилированной (600 п.н.) и небиотинилиро-
ванной (1200 п.н.) ДНК не добавляли BMP-SA. На дорожках 2–5 титровали концентрацию BMP-SA в смеси ДНК и
обнаруживали связывание с биотинилированной ДНК (600 п.н.).
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Очищенные BMP-SA117-160-IC помещали в сте-
рильный 25%-ный раствор глицерина и хранили
при 4°C.

Белковый транс-сплайсинг, опосредованный ин-
теином. Для проведения in vitro транс-сплайсинга
20 мкМ SA1-116-IN смешивали с 0.5 мг BMP-SA117-160-
IC в буфере для сплайсинга (20 мМ Трис-HCl,
0.15 М NaCl, pH 7.9). Далее добавляли DTT в кон-
центрации 1 мМ и инкубировали при комнатной
температуре в течение ночи на шейкере. Реакцию
останавливали, выделяя BMP с помощью магнита.
Продукты сплайсинга анализировали с помощью
SDS-PAGE и визуализировали, окрашивая Coomassie
Brilliant Blue R-250. Активность BMP-SA проверяли
по взаимодействию с биотинилированной ДНК с по-
следующим электрофорезом в агарозном геле.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Продукт гена Ssp DnaX – это интеин, обнару-
женный в предшественнике ДНК-хеликазы Syn-
echocystis sp. штамм PCC6803 [19, 20]. Мини-интеин
получен путем сшивания N- и С-концевых по-
следовательностей интеина Ssp DnaX. На рис. 1а
показано, что интеин фланкирован предшествен-
ником SA1-116 в качестве N-экстеина и SA117-160 в ка-
честве С-экстеина. В данном исследовании после-
довательность SA1-116-IN получена путем сшивания
SA1-116 и IN1-104 из Ssp DnaX. Клетки E. coli BL21
трансформировали плазмидой pET28a-SA1-116-IN
для получения белка SA1-116-IN после индукции
синтеза с помощью ИПТГ. Очищенный белок ана-
лизировали с помощью электрофореза (рис. 1б).
Конструкция SA117-160-IC-MamF получена путем
объединения последовательностей SA117-160 IC105-163
из Ssp DnaX и гена mamF. Далее SA117-160-IC-mamF
клонировали в вектор pBBR для получения
pBBR-mamF-SA117-160-IC. Этой плазмидой транс-
фицировали MSR-1/∆F с помощью конъюгации, а
затем отбирали клоны MSR-1/ ∆F-SA117-160-IC. Ча-
стицы BMP-SA117-160-IC выделяли и очищали из
культуры клеток MSR-1/∆F-SA117-160-IC. Мембран-
ный белок MamF-SA117-160-IC анализировали с
помощью электрофореза (рис. 1б). Очищенные
SA1-116-IN и BMP-SA117-160-IC смешивали в буфе-
ре для сплайсинга и индуцировали перенос эксте-
ина SA1-116 (N-экстеин) на N-конец SA117-160
(C-экстеин), получая таким образом BMP-SA.
Продукты сплайсинга, включая белок MamF-SA,
анализировали с помощью электрофореза. Эф-
фективность реакции составляла примерно 20%
(рис. 1б). Активность BMP-SA оценивали, добав-
ляя разное количество этих частиц к биотинили-
рованной ДНК (1 мкг). По данным электрофоре-
за в агарозном геле (рис. 1в) 10 мкг частиц BMP-SA
связывали как минимум 1 мкг биотинилирован-
ной ДНК (600 п.н.). Не обнаружили связывания

небиотинилированной ДНК (1 мкг, 1200 п.н.),
использованной в качестве контроля, с частица-
ми BMP-SA (рис. 1в).

Уникальной особенностью BMP является воз-
можность экспрессировать на их поверхности
функциональные белки с помощью генетической
инженерии. В ряде исследований получены части-
цы с функциональными белками, такими как бе-
лок А, наноантитела, ферменты. Благодаря боль-
шому количеству активных молекул на поверхно-
сти функционализированных BMP, комплексы
BMP-белок удобны для магнитной сепарации и
иммуномагнитного анализа. При этом сложность
экспрессии белков в магнитотактических бакте-
риях делает невозможной экспрессию некоторых
активных факторов на поверхности BMP. Так,
присутствие эндогенного биотина в магнитотак-
тических бактериях может повлиять на актив-
ность BMP-SA за счет блокирования активных
сайтов стрептавидина. Таким образом, нами описа-
на новая стратегия встраивания определенных пеп-
тидов в мембранный белок BMP с помощью белко-
вого сплайсинга, опосредованного интеином. BMP
представляют собой биогенные магнитные эколо-
гичные наноматериалы. Интеиновый транс-сплай-
синг используется для сплайсинга и лигирования
белков в различных областях, включая сшивку, ме-
чение, очистку и перевод в растворимую форму. На-
ми показано, что предложенный подход удобен для
получения функционализированных частиц BMP.
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INTEIN-MEDIATED PROTEIN TRANS-SPLICING OF THE RECOMBINANT 
STREPTAVIDIN ON MAGNETOSOMES

S. B. Duan1, 2, S. S. Wei1, 2, H. M. Wang1, 2, S. H. Ding1, 2, Y. Z. Chen1, 2, J. J. Tian1, 2,
Y. J. Wang 1, W. Chen3, J. Chen3, *, and Q. L. Meng1, **

1 Suzhou Institute of Biomedical Engineering and Technology, Suzhou, 215163 China
2 Jihua Laboratory, Foshan, 315200 China
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When expressing streptavidin recombinant polypeptide on magnetosomes (called bacterial magnetic
nanoparticles, or BMPs), the presence of endogenous bacterial biotin might be detrimental. In the study, the
streptavidin monomer fragment (SA1-116) was fused with the intein N-terminal (termed precursor SA1-116-IN),
and SA1-116-IN was expressed in E. coli (BL21). Meanwhile, the SA117-160 fragment was fused with the C-terminal
intein, and then this chimeric polypeptide was expressed on magnetosomes by fusion with magnetosome mem-
brance protein MamF. In the in vitro protein splicing system, the purified engineered magnetosomes
(BMP-SA117-160-IC) and the SA1-116-IN precursor were mixed. Intein-mediated trans-splicing reaction was in-
duced to produce the functional magnetic beads BMP-SA. Our results indicate that intein-mediated protein
trans-splicing may lead to efficient synthesis of the recombinant streptavidin on the magnetosomes, showing its
promising potential to produce other functional magnetic nanoparticles.

Keywords: magnetosomes, functional magnetic nanoparticles, streptavidin, intein-mediated protein splicing
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