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Рибонуклеаза Bacillus pumilus (биназа) обладает выраженными цитотоксическими и онколитиче-
скими свойствами, а в высоких концентрациях может оказывать генотоксическое действие. До-
биться снижения токсического действия фермента на организм позволит использование мутантов,
обладающих пониженной каталитической активностью с сохранением противоопухолевых свойств
нативного фермента. В представленной работе методом сайт-направленного мутагенеза получены
мутантные формы биназы с единичными заменами: Lys26Ala и His101Glu. В результате проведенно-
го сравнительного анализа систем экспрессии на основе Esсherichia coli и Bacillus subtilis показана це-
лесообразность использования гетерологичной системы на основе бацилл для продукции мутантов
биназы. Методом ионообменной хроматографии выделены и очищены мутанты биназы со снижен-
ной каталитической активностью в гомогенном состоянии с максимальным выходом 25 мг/л. Ката-
литическая активность мутанта Lys26Ala составила 11, а His101Glu – 0.02%. Установлено, что мутант
Lys26Ala, как и нативная биназа, обладает цитотоксичностью по отношению к опухолевым клеткам
линий А549, ВТ-20 и HuTu 80, не оказывая при этом существенного влияния на популяцию нор-
мальных клеток WI-38. Для мутанта His101Glu не выявлено цитотоксической активности.
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Рибонуклеаза (РНКаза) биназа – гидролити-
ческий фермент нуклеинового обмена, секрети-
руемый Bacillus pumilus 7p. Зрелый белок с молеку-
лярной массой 12 кДа состоит из 109 аминокислот и
расщепляет РНК с образованием нуклеозид-3'-
фосфатов через стадию 2',3'-циклопроизводных.
Изучена структура, молекулярная организация,
противовирусный и противоопухолевый потен-
циал биназы [1, 2]. Особое внимание привлекает
противоопухолевая активность фермента – свой-
ство, широко распространенное среди РНКаз
различного происхождения [3‒6]. Цитотоксич-
ность РНКаз обусловливает ряд детерминант,
среди которых особую роль играют положитель-
ный заряд фермента, некаталитическое взаимо-
действие с молекулярными мишенями, а также
каталитическое связывание с природным суб-
стратом. Гидролиз клеточной РНК не относится
к определяющим факторам, так как некоторые
РНКазы проявляют цитотоксические свойства
независимо от ферментативной активности.

Так, денатурированные или мутантные формы
РНКазы T2 подавляют развитие опухолей за счет
нарушения внутриклеточной организации акти-
новых структур [7]. Другим РНКазам для прояв-
ления цитотоксичности достаточно лишь мини-
мального уровня каталитической активности, по-
роговое значение которой варьирует в зависимости
от фермента [8].

Тем не менее способность гидролизовать внут-
риклеточную РНК вносит определенный вклад в
токсичность РНКаз. Нативная биназа, в отличие
от ее мутантной формы с остаточной активно-
стью 0.07%, проявляла нефротоксичность по от-
ношению к клеткам почечных канальцев [9].
В связи с этим для разработки противоопухолево-
го препарата на основе биназы актуально получе-
ние мутантов с пониженной каталитической ак-
тивностью, но сохраненным противоопухолевым
действием. Ранее Г. Яковлев (Yakovlev) и др. [10]
сообщали о выделении и очистке мутантов бина-
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зы со сниженной каталитической активностью из
рекомбинантного штамма Escherichia coli JM107,
несущего плазмиду pML164, но противоопухоле-
вый потенциал этих мутантов авторы не исследо-
вали. Штаммы E. coli считаются наиболее подхо-
дящими продуцентами рекомбинантных белков.
Это обусловлено изученностью их генетики и фи-
зиологии, простоты культивирования, высокой
скоростью роста, наличием большого числа генно-
инженерных штаммов и экспрессионных векторов
[11]. Вместе с тем существуют определенные огра-
ничения, связанные с неполным отщеплением сиг-
нальной последовательности у секретируемых бел-
ков, неправильным фолдингом внутриклеточных
белков и контаминацией целевого продукта эн-
дотоксинами [12].

Целью работы был подбор эффективной экс-
прессионной системы для получения препара-
тивных количеств мутантов биназы с понижен-
ной каталитической активностью, достаточной
для проявления противоопухолевых свойств фер-
мента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Бактериальные штаммы, плазмиды и условия

культивирования. Характеристика бактериальных
штаммов и плазмид, использованных в работе,
представлена в табл. 1.

Бактерии растили на стандартной среде LB
(пептон – 1.5%, NaCl – 0.5%, дрожжевой экстракт –
0.5%) при 37°C и режиме качания 160 об./мин. Для

трансформации бацилл использовали минималь-
ные среды Спицайзена (К2НРО4⋅3Н2О – 1.8%,
KH2PO4 – 0.6%, (NH4)2SO4 – 0.2%, цитрат натрия –
0.12%; глюкоза – 0.8%, казаминовые кислоты –
0.04%, MgSO4⋅2Н2О – 0.02%, дрожжевой экстракт –
0.01%). Для наработки рекомбинантной биназы в
клетках E. coli и Bacillus subtilis использовали среду
LB и низкофосфатную пептонную среду (НФПС;
“Семипалатинский мясокомбинат”, Россия) сле-
дующего состава: пептон с низким содержанием
неорганического фосфата (1.5%), CaCl2⋅H2O –
0.01%, MgSO4⋅7H2O – 0.03%, MnSO4 – 0.01%,
NaCl – 0.3%, глюкоза – 2%. В качестве селектив-
ных агентов в среды добавляли антибиотики ам-
пициллин, канамицин или эритромицин в кон-
центрации 100, 25 и 10 мкг/мл соответственно.

Клонирование гена биназы и сайт-направленный
мутагенез. Геномную ДНК бацилл выделяли с ис-
пользованием набора diaGene (“Диа-М”, Россия).
Полноразмерный ген биназы амплифицировали
с геномной ДНК B. pumilus 7p с использованием
праймеров Bin_F (5'-catcgagaattcgttatttatttcatcagaaggt-
tatcag-3') и Bin_R (5'-cagattggaccggactctagagctcta-
gag-3'). Ген ингибитора барстара вместе с промо-
тором амплифицировали с геномной ДНК
B. amyloliquefaciens с помощью праймеров Brst_F
(5'-ctagagtccggtccaatctgcagccgtcc-3') и Brst_R (5'-
tagatcaagcttgcgggtttgtgtttccatattg-3'). Фрагменты
нарабатывали с использованием PfuSE ДНК-по-
лимеразы (“СибЭнзим”, Россия), а затем объеди-
няли методом ПЦР с помощью праймеров Bin_F
и Brst_R и набора Encyclo Plus PCR kit (“Евроген”,

Таблица 1. Бактериальные штаммы и плазмиды, использованные в работе

aИПТГ ‒ изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид.

Штамм или плазмида Характеристики Источник

E. coli NEB5α fhuA2Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80Δ(lacZ)M15 gyrA96 
recA1 relA1

“New England Biolabs”, 
США

E. coli BL21 (λDE3) (F–) ompT gal dcm lon hsdSB ( ) λDE3(lacI lacUV5-T7 
ind1sam7 nin5)

“Novagen”, Германия

B. subtilis BRB08 ΔtrpC2, ΔnprB, ΔaprE, Δepr, Δbpr, ΔnprE, Δmpr, Δvpr, ΔwprA  [13]
B. pumilus 7p Природный изолят “ВКМ”, Россия
B. amyloliquefaciens H2 Природный изолят  [14]
pAL2T Вектор для клонирования по 3'-концевым нуклеотидам А/Т; 

[ApR]
“Евроген”, Россия

pET26b Вектор для экспрессии рекомбинантных белков в E. coli, 
содержащий ИПТГa-индуцибельный промотор T7; pelB; 
[KmR]

“Novagen”, Германия

pET15b Вектор для экспрессии рекомбинантных белков в клетках 
E. coli, содержащий ИПТГ-индуцибельный Т7 промотор; 
[ApR]

“Novagen”, Германия

pGP380 Шаттл-вектор на основе pBQ200, содержащий конститутив-
ный промотор РdegQ36; [ApR, ErmR]

 [15]

− −
B Br m
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Россия). Полученный продукт клонировали в
вектор pAL-2T по выступающим нуклеотидам
Т/А (рис. 1а). Методом сайт-направленного му-
тагенеза вносили замены ключевых аминокис-
лот, входящих в активный центр фермента:
His101→Glu, Lys26→Ala. Сайт-направленный
мутагенез проводили с использованием смеси Q5
Hot Start High Fidelity 2X Master Mix (“New En-
gland Biolabs”, США). Замену His101Glu вносили
с помощью прямого праймера H101E_F (5'-aacaa-
cagacgagtatgcaactttc-3'), содержащего замену три-
плета САТ на GAG, и обратного праймера H101E_R
(5'-ttgtaaatgagccagtcac-3') (рис. 1а). Для замены
Lys26Ala использовали праймеры K26A_F (5'-cta-
catcacagcatcacaagcaagtg-3') c заменой триплета
ААА на GCA и K262_R (5'-ttatcaggcaatcgtttgtagc-3')
(рис. 1а). Наличие мутаций подтверждали секве-
нированием по Сэнгеру.

Создание экспрессионных конструкций. Для
экспрессии белков в клетках E. сoli ген биназы с
мутацией His101Glu амплифицировали с вектора
pAL-2T c использованием праймеров pETbin_F
(5'-cagtcgccatgggccgtcattaatacgtttg-3') и pETbin_R
(5'-tagattgctcagcttatcgaatacgtgtgaaag-3') и клониро-
вали в векторы pET26b (рис. 1б) и рET15b (рис. 1в)
под контроль ИПТГ-индуцируемого Т7-промо-
тора, по сайтам рестрикции NcoI и BlpI, исклю-
чающим добавление гистидиновых повторов в
состав рекомбинантного белка. Для экспрессии
белков в клетках B. subtilis генетическую кассету,
содержащую ген биназы с мутациями и без, а так-
же ген ингибитора барстара переклонировали с
вектора pAL-2T в плазмиду pGP380 по сайтам ре-
стрикции EcoRI и HindIII. Химически компе-
тентные клетки E. coli NEB5α трансформировали
методом теплового шока полученными конструк-
циями [16] и отбирали клоны, несущие искомые
плазмиды. Правильность сборки плазмид под-
тверждали рестрикционным анализом и секвени-
рованием.

Экспрессия гена биназы в гетерологичных си-
стемах. Генетическими конструкциями транс-
формировали химически компетентные клетки

E. coli BL21 (λDE3) методом теплового шока [16].
Клетки растили на среде LB до достижения куль-
турой экспоненциальной фазы роста (OD590
0.4‒0.8) и добавляли ИПТГ в качестве индуктора.
Подбор условий индукции экспрессии гена про-
водили, варьируя концентрацию ИПТГ (0.1‒0.5 мМ),
время (3‒5 ч) и температуру (25, 37°C) инкубации
(табл. 2).

Трансформацию B. subtilis BRB08 проводили
модифицированным методом Спицайзена [17].
Для наработки биназы бактерии растили на
НФПС в течение 20 ч до максимального накопле-
ния фермента в среде.

Получение периплазматической фракции E. coli.
Клетки осаждали центрифугированием (10 мин
при 8000 g) и ресуспендировали в буфере, содер-
жащем 30 мМ Трис-HCl (рН 8.0), 20% сахарозы,
1 мМ ЭДТА. К суспензии добавляли лизоцим в
концентрации 300 мкг/мл и инкубировали при
37°C в течение 30 мин. Периплазматическую
фракцию отделяли центрифугированием при
12000 g в течение 30 мин.

Разрушение клеток E. coli ультразвуком. Осадок
клеток ресуспендировали в 20 мМ Трис-HCl
(pH 7.5) с добавлением 1 мМ PMSF. Суспензию
обрабатывали ультразвуком при мощности 50%
по схеме: 20 с озвучивание, 40 с пауза, ‒ цикл по-
вторяли 10 раз. Растворимую фракцию белков от-
деляли центрифугированием при 12000 g в тече-
ние 10 мин.

Очистка биназы из телец включения. Клеточ-
ный осадок ресуспендировали в 10-кратном объ-
еме буфера для промывки (WB), содержащего
20 мМ Трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ ЭДТА, 1% Три-
тон Х-100, 1 мМ PMSF. Клетки разрушали ультра-
звуком с добавление лизоцима в концентрации
100 мкг/мл, осаждали центрифугированием
(10 мин при 10000 g). Осадок дважды промывали
WB, тельца включения собирали центрифугиро-
ванием. Отмытые тельца включения растворяли в
10-кратном объеме 10 мМ Na-фосфатного буфера
(рН 7.0), содержащего 6 М гуанидин гидрохлорид.
Рефолдинг проводили с использованием системы

Таблица 2. Схема многофакторного эксперимента по оптимизации экспрессии гена биназы в рекомбинантном
штамме E. coli BL21 (λDE3)

Температура, °C ИПТГ, мM Время, ч Содержание белка, мкг

25 0.1 1 2.244
37 0.1 1 1.846
25 0.1 3 4.716
37 0.1 3 3.562
25 0.5 1 3.882
37 0.5 1 2.583
25 0.5 3 1.958
37 0.5 3 2.612
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Рис. 1. Получение биназы со сниженной каталитической активностью с использованием E. coli. а – Схема плазмиды
pAL-2T-bin, внесение мутаций His101Glu и Lys26Ala в ген биназы. б – Схема плазмиды pET26b-binH101E и электро-
форетический анализ содержания биназы в периплазматической фракции E. coli BL21 (λDE3): 1 – неиндуцированная
проба, 2 – индуцированная проба. в – Схема плазмиды pET15b-binH101E и электрофоретический анализ содержания
биназы в различных клеточных фракциях E. coli BL21 (λDE3): 1 – фракция растворимых белков, 2 – фракция нерас-
творимых белков. Здесь и далее: М – маркер молекулярной массы белков PageRuler Prestained Protein Ladder (“Thermo
Fisher Scientific”, США); bin ‒ условное обозначение гена, кодирующего биназу; brst ‒ условное обозначение гена, коди-
рующего барстар; Pbin – промотор гена биназы; Pbrst – промотор гена барстара; T7 term – терминатор Т7; T7 prom – про-
мотор Т7; ori – точка начала репликации; Plac – промотор лактозного оперона; LacI – репрессор лактозного оперона;
AmpR – ген устойчивости к ампициллину; KanR – ген устойчивости к канамицину; ErmR – ген устойчивости к эрит-
ромицину; RepA – инициатор репликации плазмиды; pelB – ген сигнальной последовательности pelB.

Biologic DuoFlow FPLC (“Bio-Rad”, США) на ко-
лонке UNOS6 (“Bio-Rad”), уравновешенной бу-
фером I (10 мМ Na-фосфатный буфер, pH 7.0, 2 М
гуанидин гидрохлорид). Элюцию проводили бу-
фером II (10 мМ Na-фосфатный буфер, pH 7.0,
1 М NaCl, 0.75 М гуанидин гидрохлорид). Пиковые
фракции обессоливали в центрифужных филь-
трах Amicon Ultra-3K (“Merck Millipore”, США).

Электрофорез в денатурирующих условиях и им-
муноблотинг. Электрофоретическое разделение
белков проводили в денатурирующем 16%-ном
ПААГ (SDS-PAGE). После разделения белки пе-
реносили на PVDF-мембрану с использованием
системы Mini Trans-Blot cell (“Bio-Rad”) при на-
пряжении 100 В, в течение 1.5 ч. Свободные
участки связывания на мембране блокировали в
течение 1 ч с добавлением 5% обезжиренного мо-
лока, растворенного в буфере, содержащем 50 мМ
Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0.05% Tween 20.
Мембрану инкубировали с поликлональными
кроличьими антителами против биназы в течение
24 ч при 4°C, затем с меченными пероксидазой
хрена мышиными антителами против IgG кролика
(“Invitrogen”, СШA) в течение 1 ч при комнатной
температуре. Белки детектировали с использова-
нием хемилюминесцентного субстрата Pierce™
ECL Western Blotting Substrate (“Thermo Fisher
Scientific”, США) на гель-документаторе Chemi-
Doc XRS + System (“Bio-Rad”).

Электрофорез в нативных условиях. Электро-
форез белков проводили в 0.8%-ном агарозном
геле в трис-глициновом буфере, рН 8.5, по мето-
дике R. Kim [18]. Лунки располагали по центру
агарозного геля и детектировали разделение бел-
ков по заряду: белок c pI > 8.5 движется к катоду,
а c pI < 8.5 – к аноду.

Ионообменная хроматография. Выделение ре-
комбинантного белка проводили из культураль-
ной жидкости B. subtilis методом ионообменной
хроматографии по методике, описанной ранее
[19]. Полученные пиковые фракции обессолива-
ли с помощью центрифужных фильтров Amicon
Ultra-3K (“Merck Millipore”). Концентрацию
очищенных белков определяли по Брэдфорду с
помощью набора Pierce™ Coomassie Plus (Brad-
ford) Assay Reagent (“Thermo Fisher Scientific”).

Рибонуклеазная активность. РНКазную актив-
ность определяли по количеству кислотораство-
римых продуктов гидролиза РНК-субстратов: вы-
сокополимерной дрожжевой РНК (впРНК),
тРНК и дцРНК, ‒ используя описанную ранее
модифицированную методику Анфинсена [1]. За
единицу активности принимали количество фер-
мента, которое вызывает увеличение оптической
плотности раствора на единицу при 260 нм в
опытных пробах по сравнению с контрольными
за 1 ч инкубации в пересчете на 1 мл фермента.
Удельную рибонуклеазную активность рассчиты-
вали на 1 мг белка. Удельную рибонуклеазную ак-
тивность нативного фермента принимали за
100%.

Клеточные линии. Исследование цитотоксич-
ности полученных препаратов мутантной биназы
проводили на клетках эпителия легких эмбриона
человека WI38 и линиях опухолевых клеток: аде-
нокарциномы легких А549, рака молочной желе-
зы ВТ-20, аденокарциномы двенадцатиперстной
кишки HuTu 80. Клетки растили на среде DMEM
(“ПанЭко”, Россия) с добавлением 10% феталь-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FBS),
пенициллина/стрептомицина (по 100 ед/мл) и
2 мМ L-глутамина при 37°C в атмосфере 5% СО2.

МТТ-тест. Цитотоксичность препаратов би-
назы оценивали в МТТ-тесте. Культуры клеток
засевали в 96-луночные плоскодонные планшеты
плотностью 7 × 103 клеток на лунку для A549 и
HuTu 80, 15 × 103 для BT-20 и 20 × 103 для WI-38.
Клетки растили до образования 50‒60%-ного мо-
нослоя, среду заменяли на свежую с добавлением
исследуемого препарата биназы в концентрации
300 мкг/мл. Клетки растили 48 ч, среду заменяли
на содержащую МТТ (5 мг/мл) и инкубировали
до образования кристаллов формазана. Оптиче-
скую плотность раствора измеряли по разности
поглощения на длинах волн Δ(А570–А630) на спек-
трофотометре xMark (“Bio-Rad”). Жизнеспособ-
ность необработанных клеток принимали за 100%.

Статистический анализ. Содержание целевого
белка в пробах при оптимизации условий экс-
прессии гена биназы в E. coli определяли в про-
грамме GelAnalyzer 19.1 (www.gelanalyzer.com).
Основные физико-химические свойства белков



812

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

НАДЫРОВА и др.

рассчитывали при помощи программы ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/).

Эксперименты проводили в трех биологиче-
ских повторах. Для статистической обработки ре-
зультатов использовали программный пакет MS
Excel 2020. Данные представляли в виде средних
значений со стандартным отклонением (SD). До-
стоверность различий между двумя группами
данных рассчитывали с помощью t-критерия
Стьюдента (p ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Получение мутантов биназы в E. coli

С целью получения мутантов биназы со сни-
женной каталитической активностью в ген бина-
зы, клонированный в плазмиде pAL-2T, методом
сайт-направленного мутагенеза внесли замены
ключевых аминокислот, входящих в активный
центр фермента: гистидин в позиции 101 замени-
ли на глутаминовую кислоту (His101→Glu), а ли-
зин в позиции 26 – на аланин (Lys26→Ala). Мута-
ции вносили с помощью неперекрывающихся
праймеров, позволяющих амплифицировать плаз-
миду целиком. В результате были получены плаз-
миды pAL-2T-BinH101E и pAL-2T-BinK26A, несу-
щие ген биназы с соответствующими заменами
(рис. 1а).

Подбор эффективной системы экспрессии для
наработки биназы со сниженной каталитической
активностью в клетках E. coli проводили на осно-
ве вектора рET26b (рис. 1б), обеспечивающего
секрецию целевого белка в периплазматическое
пространство, и вектора pET15b (рис. 1в) ‒ с ко-
нечной локализацией белка в цитоплазме. Плаз-
мидой pET26b-BinH101E трансформировали хи-
мически компетентные клетки E. coli BL21
(λDE3) и проводили оптимизацию условий экс-
прессии мутантной биназы в T7/lac-системе с ис-
пользованием многофакторного эксперимента.

Максимальный выход рекомбинантного белка
регистрировали при индукции экспрессии 0.1 мМ
ИПТГ в течение 3 ч при температуре 25°C (табл. 2).
При оценке содержания биназы в периплазме об-
наружили белки различной молекулярной массы:
8, 10 и 12 кДа (рис. 1б).

Для анализа эффективности продукции бина-
зы клетки E. coli BL21 (λDE3) трансформировали
плазмидой pET15b-BinH101E. В результате ана-
лиза содержания внутриклеточных белков в рас-
творимой и нерастворимой фракциях выявлено,
что большое количество биназы агрегирует внут-
ри клеток в виде нерастворимых телец включения
(рис. 1в). Снижение экспрессии целевого гена за
счет варьирования условий индукции не привело
к увеличению количества растворимого белка.
Несмотря на то, что в результате очистки целево-
го белка из телец включения с использованием
гуанидин гидрохлорида была получена высоко-
очищенная фракция мутанта биназы в раствори-
мой форме, проведенный рефолдинг не привел к
восстановлению физико-химических свойств.
Скорее всего, это связано с тем, что заряд молеку-
лы биназы с мутацией H101E отличается от на-
тивного фермента (рис. 2а, 2б). Для изучения ка-
талитических и биологических свойств мутантов
биназы необходимо их получение с нативными
физико-химическими характеристиками, поэтому
использование E. coli в качестве штамма-проду-
цента оказалось нецелесообразным.

Получение мутантов биназы в B. subtilis
Для получения биназы со сниженной катали-

тической активностью из культуральной жидко-
сти B. subtilis ген биназы с внесенными мутациями
клонировали в шаттл-вектор pGP380 совместно с
геном внутриклеточного ингибитора барстара
(рис. 3а). В связи с тем, что для бацилл характерен
высокий уровень протеолитической активности
во внеклеточной среде [20], мы использовали бес-

Рис. 2. Электрофоретический анализ биназы, полученной из телец включений. а – Электрофорез в денатурирующих
условиях: 1 – мутант биназы после очистки из телец включения с помощью гуанидин гидрохлорида, 2 – растворимая
клеточная фракция. б – Электрофорез в нативных условиях: 1 – мутант биназы после очистки из телец включения с
помощью гуанидин гидрохлорида, 2 – нативная биназа.
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протеазный штамм B. subtilis BRB08 (с делециями
генов 8 основных внеклеточных протеаз) в каче-
стве продуцента рекомбинантной биназы. Из-
вестно, что синтез биназы регулируется двухком-
понентной системой PhoP-PhoR и индуцируется
при недостатке неорганического фосфата [21],
поэтому индукцию экспрессии гена биназы про-
водили на среде с низким содержанием неоргани-
ческого фосфата. В результате анализа уровней
экспрессии мутантов биназы выявлено высокое
содержание целевых белков в культуральной
жидкости B. subtilis (рис. 3а). Основные физико-
химические параметры мутантов биназы, рассчи-

танные с помощью сервиса ProtParam, оказались
схожими по значениям с таковыми для аутентич-
ного белка (табл. 3). Учитывая эти результаты,
для выделения мутантов биназы мы использова-
ли метод ионообменной хроматографии, разра-
ботанный нами ранее для очистки бациллярных
РНКаз [19]. Хроматографический профиль полу-
ченных препаратов биназы был представлен в ви-
де единичных симметричных пиков, гомоген-
ность которых была подтверждена электрофоре-
зом в денатурирующих условиях (рис 3б‒3г). Как
видно из результатов иммуноблотинга, представ-
ленных на рис. 3д, полученные белки с молеку-

Рис. 3. Выделение и очистка мутантов биназы со сниженной каталитической активностью, синтезированных в клет-
ках B. subtilis. а ‒ Схема плазмиды pGP380-bin и анализ белков культуральной жидкости B. subtilis BRB08, несущих
плазмиды с геном биназы или ее мутантов: 1 – pGP380-bin, 2 – pGP380_binH101E, 3 – pGP380-binK26A, 4 – биназа,
М – маркер молекулярной массы белков. б – Профиль элюции биназы в градиенте 0‒1 M NaCl с использованием си-
стемы FPLC BioLogic Duo Flow (“Bio-Rad”, США) и электрофоретический анализ фракций мутантов биназы на раз-
личных этапах очистки: 1 – культуральная жидкость до очистки, 2 – после сорбции на ДЭАЭ-целлюлозе, 3 – пиковая
фракция после элюции на фосфоцеллюлозе, 4 – после ВЭЖХ (3 мкг/лунка). в – Мутант биназы His101Glu; г – му-
тант биназы Lys26Ala. AU ‒ единицы оптического поглощения; mS/cm ‒ кондуктивность. д – Иммуноблотинг пи-
ковых фракций биназы и ее мутантов после ВЭЖХ: 1 – нативная биназа, 2 – рекомбинантная биназа, 3 – мутант
Lys26Ala, 4 – мутант His101Glu. Расшифровку аббревиатур см. на рис. 1.
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лярной массой 12 кДа связывались с антителами к
биназе. Максимальный выход очищенных целе-
вых белков составлял 25 мг/л.

Как видно из данных, представленных на рис. 4а,
предпочтительным субстратом для мутанта
Lys26Ala, как и для биназы, является впРНК, а
для мутанта His101Glu – тРНК. Каталитическая
активность мутанта Lys26Ala в сравнении с бина-
зой на впРНК составила 11, на тРНК – 15.4, на
дцРНК – 17%. Мутант His101Glu гидролизовал
впРНК на 0.02, тРНК – на 3.4, дцРНК – на 0.2%
(рис. 4б).

В результате использования экспрессионной
системы B. subtilis получены гомогенные препара-
ты мутантов Lys26Ala и His101Glu биназы и ис-
следованы их каталитические характеристики на
природных субстратах.

Сравнительная характеристика 
цитотоксического потенциала мутантов биназы

Исследование цитотоксичности полученных му-
тантов биназы проведено на нормальных (WI-38) и
опухолевых (A549, BT-20, Hutu 80) клетках чело-

Рис. 4. Каталитические и цитотоксические свойства биназы и ее мутантов. а – Эффективность гидролиза природных
РНК-субстратов. За 100% принята суммарная удельная активность каждого фермента на трех РНК-субстратах. б – Ка-
талитическая активность мутантов биназы в отношении различных РНК-субстратов в сравнении с нативным фермен-
том. За 100% принята каталитическая активность нативной РНКазы. в –Жизнеспособность опухолевых клеток А549,
ВТ-20, HuTu 80 и нормальных клеток WI-38 через 48 ч инкубации с биназой или ее мутантами. За 100% принята жиз-
неспособность клеток без обработки ферментом.
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Таблица 3. Основные физико-химические свойства нативной биназы, мутантов His101Glu и Lys26Ala

Параметр Нативная биназа Мутант His101Glu Мутант Lys26Ala

Число аминокислот 109 109 109
Молекулярная масса, Да 12211.7 12203.6 12239.66
pI 9.52 9.3 9.57

Коэффициент экстинкции, М−1 см−1 2.2 2.2 2.2

Алифатический индекс 78.80 78.80 78.81
Индекс нестабильности 27.25 23.22 31.28
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века. Показано, что мутант Lys26Ala с остаточной
каталитической активностью 11% обладает изби-
рательной цитотоксичностью по отношению к
опухолевым клеткам, уровень которой сходен с
нативным ферментом. Так, мутант Lys26Ala и на-
тивная биназа в концентрации 300 мкг/мл снижа-
ли жизнеспособность клеток А549 и ВТ-20 на 25,
HuTu 80 – на 75% (рис. 4в). Мутант His101Glu бина-
зы с остаточной активностью 0.02% не оказывал
влияния на жизнеспособность клеток. Таким об-
разом, каталитическая активность биназы ‒ один из
факторов, определяющих ее цитотоксичность.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Эффективность гетерологичных систем 
экспрессии для продукции рекомбинантной биназы

Детальное изучение структуры и функцио-
нальных характеристик мутантов биназы требует
их наработки в препаративных количествах. Про-
дуктивность природных штаммов, как правило,
невысока. Так, выход биназы, полученной из на-
тивного штамма-продуцента B. pumilus 7p, со-
ставляет не более 2 мг/л [22, 23]. Кроме того, вне-
сение мутаций в геном природных изолятов часто
сопряжено с методологическими трудностями.
Эффективной наработки мутантного белка мож-
но добиться при использовании гетерологичной
системы экспрессии. Ранее препарат рекомби-
нантной биназы и мутантов со сниженной ката-
литической активностью был получен из культу-
ральной жидкости E. coli [10, 24]. Однако такой
способ имеет ряд недостатков, связанных с отсут-
ствием специфической системы секреции, обес-
печивающей транспорт целевого белка через ци-
топлазматическую и наружную мембраны в куль-
туральную жидкость [25]. Бактерии рода Bacillus
ранее не использовали в качестве продуцента ре-
комбинантной биназы.

Мы сравнили эффективность двух гетероло-
гичных систем экспрессии: на основе E. coli и
B. subtilis ‒ для наработки мутантных форм биназы
со сниженной каталитической активностью.

Бактерии E. coli широко используют при про-
ведении генно-инженерных манипуляций и про-
дуцирования гетерологичных белков. Для нара-
ботки биназы в клетках E. coli была получена экс-
прессионная плазмида на основе вектора рET26b
(рис. 1б), обеспечивающая секрецию целевого
белка в периплазматическое пространство.
К преимуществам получения рекомбинантных
белков из периплазматического пространства от-
носится низкое содержание протеаз и примесных
белков, что повышает стабильность целевого
продукта и облегчает его последующую очистку.
Кроме того, наличие дисульфидизомераз благо-
приятно сказывается на формировании коррект-
ной трехмерной структуры белков, требующей

образования дисульфидных связей. При анализе
накопления биназы в периплазме мы обнаружи-
ли нарушения в процессинге рекомбинантного
белка. Именно этим можно объяснить наличие
множественных форм биназы с различной моле-
кулярной массой (рис. 1б). По-видимому, это
связано с неполным отщеплением сигнальной
последовательности при перегрузке системы сек-
реции E. coli, вызванной наработкой чужеродного
белка [26]. В связи с этим более целесообразным
представлялось получение рекомбинантной би-
назы из цитоплазмы E. coli. Для этого ген биназы
переклонировали в вектор рЕТ15b (рис. 1в). При
анализе полученных образцов оказалось, что ре-
комбинантная биназа находится внутри клетки в
виде нерастворимых агрегатов – телец включе-
ния (рис. 1в, 2а). Для перевода фермента из телец
включения в биологически активную форму не-
обходимо проведение дополнительных трудоем-
ких процедур, что существенно снижает суммар-
ный выход целевого белка и может сказаться на
его физико-химических свойствах. Так, обработ-
ка биназы денатурирующим агентом гуанидин
гидрохлоридом с последующим рефолдингом не
привела к корректному восстановлению нативно-
го заряда белка (рис. 2б). Учитывая эти проблемы,
в дальнейшем в качестве продуцента рекомби-
нантной биназы мы использовали B. subtilis.

Основное преимущество систем экспрессии
на основе бацилл состоит в отсутствии эндоток-
синов и секреции рекомбинантных белков непо-
средственно в среду, что облегчает получение целе-
вого белка, пригодного для возможного примене-
ния в терапевтических целях. B. subtilis содержат
шапероны, которые обеспечивают правильный
фолдинг и препятствуют агрегации зрелого белка
в клетке [27]. Использование эффективного
штамма-продуцента и оптимизированных усло-
вий выделения и очистки фермента позволили
получить гомогенные препараты мутантов бина-
зы в количествах, соизмеримых с опубликован-
ными показателями [24, 28, 29].

Таким образом, установлено, что для получе-
ния мутантов биназы со сниженной каталитиче-
ской активностью подходит гетерологичная си-
стема на основе B. subtilis. По-видимому, для би-
назы крайне важны условия секреции, которые
обеспечивают правильный процессинг и фолдинг
белка, что возможно при использовании близко-
родственных видов бактерий в качестве проду-
центов.

Мутационный анализ активного центра биназы
Изучению функциональной роли аминокис-

лотных остатков каталитического домена биназы
в кинетике гидролиза РНК посвящен ряд иссле-
дований [10, 29]. Так, Г. Яковлев (Yakovlev) и соавт.
[10] рассчитали кинетические параметры гидро-
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лиза синтетических субстратов GpC, poly(I) и poly(A)
мутантами His101Glu и Lys26Ala: каталитическая
активность ферментов составила 2.7 и 33% соот-
ветственно, для мутанта His101Glu зарегистриро-
вано значительное снижение константы скорости
реакции.

Природные РНК-субстраты, а именно впРНК,
дцРНК, тРНК, представляют большой интерес в
качестве возможных внутриклеточных мишеней
цитотоксических рибонуклеаз. Нами показано,
что каталитическая активность мутантов Lys26Ala
и His101Glu в сравнении с нативным ферментом
на высокополимерном субстрате составляет 11 и
0.02% соответственно (рис. 4б). При оценке эф-
фективности гидролиза природных субстратов
обнаружено, что мутант Lys26Ala, как и биназа,
эффективнее расщепляет впРНК, при этом ката-
литическая активность мутанта His101Glu, на-
против, характеризуется явным предпочтением к
низкомолекулярному субстрату – тРНК (рис. 4а).

Оценивая функциональные различия мутан-
тов биназы, необходимо учитывать роль и приро-
ду заменяемых аминокислот. Положительно за-
ряженные остатки His101 и Lys26 вместе с Glu72,
Arg82, Arg86 формируют активный центр биназы.
His101 выступает в качестве донора протонов [30],
а Lys26 отвечает за связывание с фосфатными
группами РНК. Характер аминокислотных замен
определяется консервативностью или радикаль-
ностью. Консервативные замены, в отличие от
радикальных, не оказывают значительного влия-
ния на функциональные свойства белков. Мы
оценили взаимозаменяемость аминокислот в по-
зициях 26 и 101 молекулы биназы, основываясь
на коэффициенте функциональной близости
(кФБА) Бачинского [31]. Замена считается кон-
сервативной при значении кФБА > 12.4, в обрат-
ном случае ‒ радикальной. Так, кФБА для замен
His→Glu и Lys→Ala составляет 4 и 13 соответ-
ственно. Анализируя характер замен методом Ба-
чинского, можно заключить, что замена гистидина
на глутаминовую кислоту относится к радикальным,
а лизина на аланин – к консервативным. Анализ ха-
рактера замен методом П. Снита (Sneath) [32] под-
твердил консервативность замены Lys→Ala и ра-
дикальность замены His→Glu.

Цитотоксический эффект мутантов биназы
Противоопухолевые эффекты РНКаз обуслов-

лены рядом детерминант, включающих катион-
ные свойства белка, взаимодействия с клеточны-
ми компонентами, надмолекулярную структуру и
каталитические свойства фермента [33‒35]. Из-
вестно, что биназа дикого типа взаимодействует
непосредственно с мутантным белком KRAS, что
приводит к блокировке сигнального пути
MAPK/ERK и индукции апоптоза [36]. Анализ
профиля активированных онкогенов и протоон-

когенов, экспрессируемых эпителиоподобными
опухолями, показал, что цитотоксическое дей-
ствие биназы и мутанта Lys26Ala не всегда сопря-
жено с экспрессией мутантных вариантов белка
RAS. Так, в клетках ВТ-20 и Hutu 80 содержится
RAS дикого типа, а клетки А549 экспрессируют
KRAS с мутацией G12S [37‒39]. Вероятно, в клет-
ках ВТ-20 и Hutu 80 биназа активирует иные ме-
ханизмы цитотоксичности. Ранее показано, что
снижение жизнеспособности клеток ВТ-20 под
действием биназа-производного пептида В74-94
может быть обусловлено его прямым взаимодей-
ствием с рецептором эпидермального фактора ро-
ста человека (EGFR) [40]. Выраженное цитотокси-
ческое действие биназы по отношению к клеткам
Hutu 80, вероятно, опосредовано снижением спо-
собности опухолевых клеток к миграции [41].

Каталитическая активность считается одной из
основных детерминант цитотоксичности РНКаз.
Однако известны РНКазы, проявляющие проти-
воопухолевую активность, но не обладающие
способностью гидролизовать РНК. Например,
мутант РНКазы Aspergillus giganteus (α-сарцин) без
каталитической активности подавлял жизнеспо-
собность клеток рака шейки матки HeLa [42]. Не
обладающий РНКазной активностью мутант ка-
тионного белка эозинофилов человека проявлял
цитотоксичность путем изменения проницаемо-
сти клеточной мембраны без интернализации
[43]. Для некоторых РНКаз определен минималь-
ный уровень каталитической активности, при ко-
тором сохраняются цитотоксические свойства
фермента. Нами показано, что мутант биназы с
остаточной активностью 11% обладает таким же
уровнем противоопухолевой активности, что и на-
тивный фермент. Мутагенная активность биназы
и ее способность вызывать SOS-ответ напрямую
зависят от уровня ее каталитической активности
[44, 45]. Низкий уровень РНКазной активности
позволит снизить токсическое воздействие бина-
зы на организм.

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования нами подобрана экспрессионная си-
стема на основе B. subtilis, позволяющая получать
высокоочищенные препараты мутантов биназы в
препаративных количествах (25 мг/л). Экспери-
ментально обоснована важность использования
близкородственной системы экспрессии для по-
лучения рекомбинантной биназы с нативными
физико-химическими свойствами. Оценен вклад
РНКазной активности в цитотоксичность биназы
и установлено, что остаточной активности 11%
достаточно для цитотоксического действия бина-
зы на опухолевые клетки.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 21-74-10036)
и Министерства науки и высшего образования
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Efficiency of Escherichia coli and Bacillus subtilis Expression Systems
for Production of Binase Mutants

A. I. Nadyrova1, *, A. S. Kosnyrev1, V. V. Ulyanova1, E. V. Dudkina1, 
V. I. Vershinina1, and O. N. Ilinskaya1

1Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia
*e-mail: alsu.nadyrova@yandex.ru

Bacillus pumilus ribonuclease (binase) exhibits cytotoxic and oncolytic properties, while at high concentra-
tions it causes genotoxic effects. The use of mutants with reduced catalytic activity preserving the antitumor
properties of the native enzyme could reduce the toxic side effects of the enzyme. Here, mutant forms of bi-
nase with Lys26Ala and His101Glu single substitutions were obtained by site-directed mutagenesis. A com-
parative analysis of Escherichia coli and Bacillus subtilis-based expression systems demonstrated the feasibility
of using a bacilli-based heterologous system for production binase mutants. Binase mutants with reduced
catalytic activity were isolated and purified with ion exchange chromatography in a homogeneous state with
25 mg/L yield. The catalytic properties of obtained mutants toward natural RNA-substrates in comparison
with those for native binase were analyzed. The catalytic activity of the Lys26Ala and His101Glu mutants was
11 and 0.02%, respectively. It was found that the Lys26Ala mutant as well as the native binase exhibits selective
cytotoxicity toward A549, BT-20 and HuTu 80 tumor cell lines, without causing toxic effects toward normal
WI-38 cells. The mutant His101Glu did not exhibit cytotoxicity.

Keywords: ribonuclease, binase, expression system, Escherichia coli, Bacillus subtilis, catalytic activity, cyto-
toxicity
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