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РЕфЕРАт Полная расшифровка функций и взаимодействия элементов оперона биосинтеза рибофлавина 
(rib-оперон) у Bacillus subtilis необходима для создания сверхпродуцентов этого важнейшего витамина. 
Функция гена ribT, замыкающего оперон, до сих пор не определена. В представленной работе проведен по-
иск гомологов гипотетической аминокислотной последовательности продукта этого гена в базах данных, 
а также анализ гомологий, теоретически предсказано распределение элементов вторичной структуры, 
предложена третичная структура белка RibT. Нуклеотидная последовательность гена ribT была ампли-
фицирована и клонирована в стандартный мультикопийный экспрессионный вектор pET15b, а затем экс-
прессирована после индукции ИПТГ в клетках Escherichia coli BL21(DE3), содержавших индуцибельный ген 
РНК-полимеразы фага Т7. Экспрессия гена ribT подтверждена электрофорезом в полиакриламидном геле 
в денатурирующих условиях (SDS-PAGE). Белковый продукт экспрессии очищен с помощью аффинной 
хроматографии. Таким образом, показана принципиальная возможность получения белка RibT в количе-
ствах, достаточных для дальнейшего изучения его структуры и функциональной активности.
КЛючЕВыЕ СЛОВА биоинформатика, индуцибельная экспрессия, клонирование гена, поиск гомологий, про-
теомика, теоретическая структура белка.

Основные этапы биосинтеза рибофлавина в клет-
ках Bacillus subtilis были выяснены ранее. Ока-
залось, что этот процесс определяется двумя 

участками генома: rib-опероном и геном бифункцио-
нальной флавокиназы/FAD-синтазы ribc, входящим 
в состав оперона truB-rpsO [1, 2]. В состав rib-оперона, 
контролирующего весь путь образования рибофлавина, 
начиная с гуанозин-5'-трифосфата (стартовый пред-
шественник), входят пять неперекрывающихся генов. 
Это четыре последовательно расположенных струк-
турных гена: ribG (кодирует бифункциональную ами-
нопиримидиндезаминазу/урацилредуктазу), ribB (ген 
рибофлавинсинтазы), ribA (ген GtP-циклогидролазы), 
ribH (ген люмазинсинтазы), а также замыкающий опе-
рон – ген ribt, функция которого до настоящего вре-
мени не определена. Кроме того, этот оперон содержит 
три регуляторных элемента: регуляторную зону ribO 
с основным промотором Р1 и два дополнительных вну-
тренних промотора Р2 и Р3.

Ранее нами была определена относительная функ-
циональная активность всех трех промоторов опе-
рона [3]. При этом обнаружилось парадоксальное 
явление: промоторы Р2 и Р3 при их испытании по-
рознь в составе соответствующих фрагментов опе-
рона значительно различались по транскрипционной 
активности. Промотор Р3, регулирующий транскрип-
цию гена ribt, в несколько раз превосходил по ак-
тивности основной промотор Р1. Промотор Р2, нао-
борот, был в десятки раз слабее Р1. При этом ни Р2, 
ни Р3 не регулируются флавинами, однако известно, 
что при транскрипции всего rib-оперона под контро-
лем основного промотора Р1 все элементы этого опе-
рона транскрибируются согласованно с образованием 
полицистронной мРНК [4]. И это несмотря на наличие 
нескольких промоторов, различающихся по транс-
крипционной активности и механизму регуляции.

Функция гена ribt (по другим номенклатурам 
ypzK) до настоящего времени остается совершен-
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но неясной. Получены косвенные указания на то, 
что мутации в гене ribt небезразличны для работы 
rib-оперона и накопления рибофлавина. Так, Пер-
кинс и соавт. [5] показали, что инактивация гена ribt 
не приводит к ауксотрофии по рибофлавину, но су-
щественно снижает выход рибофлавина у штаммов-
продуцентов. Из этого следует, что функция гена ribt 
важна для биосинтеза рибофлавина, но может быть 
лимитирующей при предельном повышении интен-
сивности биосинтеза рибофлавина.

Таким образом, выяснение функции продукта 
гена ribt может дать дополнительные возможности 
для создания промышленно перспективных сверх-
продуцентов рибофлавина – одного из важнейших 
витаминов.

На основании известной нуклеотидной после-
довательности гена ribt была выведена аминокис-
лотная последовательность его белкового продукта. 
Гипотетический белок состоит из 124 аминокислот 
и имеет молекулярную массу 14.5 кДа. При помощи 
сервиса PSIPreD [6] получено предсказание участ-
ков, с большой вероятностью образующих элементы 
вторичной структуры (рис. 1).

Затем по этой последовательности был осущест-
влен поиск гомологий и с использованием программы 
clustal [5] проведено множественное выравнивание 
последовательности белкового продукта гена ribt 
только среди белков, структуры которых представ-
лены в банке PDB [7] (рис. 2). 

Из них были выбраны 1n71, 3FrM, 2G3A, 1Z4r, 
3eY5, 2K5t, 3BLn, и по гомологии построена струк-
тура, представленная на рис. 3. Так как в некото-

рых кристаллических структурах белков-гомологов 
присутствует ацетил-СоА, с использованием про-
граммного комплекса Molsoft IcM Pro [8] был прове-
ден докинг данного лиганда в нашу гипотетическую 
структуру. 

Поскольку большинство выбранных белков-
гомологов (за исключением 3FrM, чья функция не-
известна) относятся к ацетилтрансферазам, можно 
предположить, что гипотетический продукт гена ribt 
также принадлежит к ферментам этого класса.

Мы предположили, что роль белкового продукта 
данного гена может заключаться в ацетилировании 
атома n(5) флавинов, что приводит к образованию 
их восстановленных форм и поддерживает высокий 
уровень транскрипции rib-оперона. Ранее с нашим 
участием был установлен механизм ингибирования 
транскрипции путем непосредственного взаимодей-
ствия флавинов с лидерной последовательностью 
мРНК [9]. Логичность нашего предположения под-
тверждается данными в пользу того, что ингиби-
рующее транскрипцию взаимодействие с лидерной 
последовательностью сенсорной РНК осуществляет 
окисленная форма FMn [10]. Поэтому ацетильное 
восстановление, осуществляемое продуктом гена 
ribt, может быть важным для поддержания синтеза 
рибофлавина на высоком уровне. Это предположение 
требует прямой экспериментальной проверки.

Отсюда следует задача дальнейших исследований, 
а именно, осуществление полного цикла экспрессии 
гена ribt в препаративном режиме, получение доста-
точных количеств очищенного нативного белкового 
продукта и прямая проверка in vitro его функцио-
нальной (ферментативной) активности. 

Для проверки возможности экспрессии ген ribt 
амплифицировали с хромосомной ДНК B. subtilis 
с помощью праймеров ribt10 – 5'-cGccAtAtGt-
tAAttcGttAtAAAAAAtcGttt-3' и ribt11 – 
5'-cGcctcGAGtAAttAttGtAtGAAAtGtct-
tGAtc-3' (олигонуклеотиды, использованные 
в работе, синтезированы фирмой «Евроген»). Пер-
вый олигонуклеотид комплементарен проксималь-
ной, а второй – дистальной области гена ribt. ПЦР 
проводили в амплификаторе Mycycler фирмы Bio-
rad по следующей схеме: сначала клетки разрушали 
при 95°С в течение 3 мин, затем проводили 25 циклов 
амплификации, которые включали денатурацию ДНК 
при 95°С в течение 30 с, отжиг праймеров при 60°С 
в течение 30 с и достройку ДНК при 72°С в течение 
30 с. На последнем этапе проводили достройку ДНК 
при 72°С в течение 2 мин. В результате был синтези-
рован фрагмент длиной 372 п.н., содержащий струк-
турную область гена ribt, фланкированную сайтами 
узнавания рестриктаз ndeI и XhoI. После электро-
форетического разделения продуктов ПЦР искомый 
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Рис. 1. Предсказание элементов вторичной структуры 
продукта гена ribT. Conf – надежность предсказания, 
Pred – расчетные данные, AA – аминокислота



КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

 ТОМ 6  № 3 (22)  2014 | ActA nAturAe | 115

фрагмент ДНК элюировали из геля с помощью на-
бора Geneclean фирмы Fermentas. Ген ribt клони-
ровали в мультикопийный экспрессионный вектор 
pet15b, содержащий промотор фага Т7, индуци-
руемый изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозидом 
(ИПТГ), по сайтам эндонуклеаз рестрикции ndeI 
и XhoI. Вектор pet15b содержит нуклеотидные по-
следовательности для His-tag перед сайтом узнава-
ния рестриктазы ndeI и для сайта-мишени тромби-
на. Полученной лигазной смесью трансформировали 
клетки штамма Escherichia coli tG1. Отбор транс-
формантов проводили на агаризованной среде LB, 
содержащей ампициллин в качестве селективного 
маркера. Скрининг рекомбинантных клонов прово-
дили методом ПЦР с использованием плазмидных 
праймеров pt7P – 5'-tAAtAcGActcActAtAG-
GGG-3' и pt7t – 5'-GctAGttAttGctcAGcG-

Gt-3'. Из отобранных трансформантов выделяли 
плазмидную ДНК и при помощи рестрикционного 
анализа определяли наличие вставки в гибридных 
плазмидах. Этими плазмидами, обозначенными 
как pet15b/ribt, трансформировали клетки штамма 
E. coli BL21(De3), содержащего индуцибельный ген 
РНК-полимеразы бактериофага Т7.

Синтез белка ribt индуцировали, добавляя в росто-
вую среду ИПТГ в конечной концентрации 1 мМ. Экс-
прессию гена ribt определяли методом электрофореза 
в полиакриламидном геле в денатурирующих услови-
ях (SDS-PAGe) общего белка клеток E. coli BL21(De3), 
содержащих плазмиду pet15b/ribt. В качестве кон-
троля использовали лизат клеток штамма BL21(De3), 
содержащего плазмиду pet15b без вставки (рис. 4А).

В клеточном лизате штамма BL21(De3), содержа-
щего плазмиду pet15b/ribt, после опосредованной 

Рис. 2. Множественное выравнивание аминокислотной последовательности белкового продукта гена ribT 
с предполагаемыми гомологами (цветовая схема описана по адресу http://www.jalview.org/help/html/
colourSchemes/clustal.html). Конс. – консервативная последовательность; ПЛХ – плохо; НРМ – нормально, удо-
влетворительно; ХОР – хорошо
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Рис. 3. Предполагаемая третичная структура продукта 
гена ribT в комплексе с ацетил-СоА
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Рис. 4. Электрофоретический анализ (SDS-PAGE) 
экспрессии гена ribT и очистки рекомбинантного 
белка RibT. А – фракция общего белка из клеток 
E. coli BL21(DE3). 1 – белковый маркер; 2 – фрак-
ция белков клеток BL21(DE3), содержащих плазмиду 
pET15b без вставки ribT; 3 – фракция белков клеток 
BL21(DE3), содержащих плазмиду pET15b/ribT, вы-
ращенных без добавления ИПТГ; 4 – индукция белка 
RibT в клетках BL21(DE3), содержащих плазмиду 
pET15b/ribT, в присутствии 1 мМ ИПТГ. Б – белковая 
фракция из клеток BL21(DE3) pET15b/ribT до и после 
аффинной сорбции на TALON® Magnetic Beads. 1 – 
белковый маркер; 2 – фракция общего белка клеток 
BL21(DE3) pET15b/ribT после индукции ИПТГ; 3–6 – 
фракции, содержащие не связавшиеся белки; 7–10 – 
последовательная элюция фракций белка RibT, мечен-
ного His-Tag, в присутствии 300 мМ имидазола

ИПТГ-индукции появляется дополнительная фрак-
ция белка с молекулярной массой приблизительно 
14.5 кДа, что согласуется с расчетной молекулярной 
массой белка ribt (см. выше).

Меченный His-tag рекомбинантный белок ribt 
выделяли с использованием tALOn® Magnetic Beads 
(clontech, США). Клетки штамма E. coli BL21(De3), 
содержащего плазмиду pet15b/ribt, выращенные 
в присутствии 1 мM ИПТГ, собирали центрифуги-
рованием. Биомассу ресуспендировали в буфере 
следующего состава: 20 мM натрий фосфат, рН 7.0, 
300 мM nacl, 20 мM имидазол. Клетки разрушали 
ультразвуком и центрифугировали в течение 20 мин 
при 14000 об/мин. Супернатант инкубировали вме-
сте с tALOn® Magnetic Beads в течение 1 ч при 4°С. 
Далее смолу промывали четырьмя объемами того же 
буфера. Элюцию белка проводили буфером: 20 мM 
натрий фосфат, рН 7.0, 300 мМ nacl, 300 мМ имида-
зол. Элюированные фракции белка анализировали 
с помощью SDS-PAGe-электрофореза (рис. 4Б). По-
лосы 7–10 принадлежали целевому белку с достаточ-
но высокой степенью чистоты и молекулярной массой 

около 14.5 кДа, что хорошо согласуется с теоретиче-
ским предсказанием.

ВыВОДы
Теоретическая аминокислотная последовательность 
и анализ гомологий продукта гена ribt в банке PDB 
позволили осуществить молекулярное моделирова-
ние и предсказать возможную трехмерную структуру 
этого белка. Экспериментально осуществлена экспрес-
сия гена ribt и доказана принципиальная возможность 
получения белка ribt в количествах, достаточных 
для дальнейшего изучения его структуры и функцио-
нальной активности.  

Работа поддержана РФФИ (грант № 11-04-00476).
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