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# ВВЕДЕНИЕ

Протеолитические ферменты вовлечены во
все основные физиологические процессы, вклю�
чая регуляторный протеолиз, и являются страте�
гическими ферментами микроорганизмов. По
результатам секвенирования геном Bacillus subtilis
содержит 62 гена протеаз, среди которых 9 коди�
руют внеклеточные, 13 – мембраносвязанные
протеазы, 6 – протеазы клеточной стенки, а
остальные гены – цитоплазматические протеазы
[1]. Многие из белков, соответствующих этим ге�
нам, до сих пор не выделены, не установлены их
физиологические функции в бактериальных
клетках. В международных базах данных содер�
жится обширная информация о последователь�
ностях ДНК, в том числе B. subtilis, B. cereus, B. li�
cheniformis и других, которая позволяет проводить
сравнительный анализ по идентификации генов
и сопоставлению фрагментов геномов. Научно�
практический интерес представляют ранее не
идентифицированные белки протеолитического
спектра, что обусловлено необходимостью рас�
ширения общих представлений об эволюции
микробных протеаз, а также выявления новых
практически значимых ферментов с полезными
свойствами.

Среди хорошо изученных внеклеточных про�
теиназ бацилл доминируют сериновые протеина�
зы и металлоэндопептидазы. Мы показали, что
бактерии B. pumilus 3�19 наряду с сериновыми
протеиназами (субтилизиноподобной протеина�
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зой и глутамилэндопептидазой), выделяют в
окружающую среду минорный белок – металло�
эндопептидазу [2]. Выделить этот фермент из
культуральной жидкости исходного штамма и
охарактеризовать его невозможно в связи с край�
не низким его содержанием [3]. Проблема реша�
ется при получении рекомбинантного штамма,
несущего плазмиду с геном этой минорной про�
теазы. Последовательность гена внеклеточной
металлоэндопептидазы B. pumilus 3�19 установле�
на нами ранее (AN EU678894) [2]. Анализ струк�
туры гена (mprBp) позволил отнести этот белок к
клану метцинкинов [3].

Метцинкины объединяют ферменты несколь�
ких семейств, среди которых основными являют�
ся астацины, серрализины, адамализины/репро�
лизины и матриксины, отличающиеся между со�
бой по структуре и свойствам. Практически все
они, кроме серрализинов, эукариотические бел�
ки. Общей характеристикой метцинкинов являет�
ся продленный мотив активного центра с тремя
консервативными остатками гистидина HEXX�
HXXGXXH, координируемый каталитически
важным ионом цинка. Другой отличительной осо�
бенностью молекулярной структуры метцинки�
нов является следуемый за активным центром по�
ворот основной цепи белка, образуемый остатком
метионина – Met�поворот XXMXX. Этот поворот
играет важную роль в каталитическом акте мет�
цинкинов [4]. Идентичность аминокислотных по�
следовательностей протеолитического домена у
представителей каждого из семейств метцинки�
нов не превышает 20%, однако перечисленные
выше структуры консервативны, благодаря чему
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все эти белки имеют схожую третичную структуру
каталитического домена.

Физиологическая роль метцинкинов связана с
регуляторными механизмами, нарушение которых
приводит к развитию патологических процессов.
Бактериальные метцинкины ответственны за ин�
фекционные осложнения в послеоперационных
ранах, инфицирование новорожденных; они раз�
рушают защитные белки и белковые ингибиторы.
Эукариотические метцинкины принимают уча�
стие в деструктивных тканевых процессах, вовле�
чены в иммунные реакции, играют важную роль в
воспалительных процессах, при делении и мета�
стазировании раковых клеток [5]. Важная роль
метцинкинов в жизненных процессах человека
обосновывает необходимость исследования струк�
турных и функциональных особенностей этих
ферментов, их энзиматических и каталитических
свойств, для разработки диагностических тестов и
новых лекарственных препаратов [5]. 

В таком контексте особый интерес представ�
ляют бактериальные протеиназы – аналоги эука�
риотических метцинкинов. Принципиально бо�
лее удобные и дешевые в получении, протеазы
микроорганизмов являются не только идеальной
моделью для фундаментальных исследований, но
обладают высоким потенциалом практического
применения. 

Целью исследования явилось выделение и
очистка внеклеточной минорной металлоэндо�
пептидазы бактерии B. pumilus 3�19, секретируе�
мой рекомбинантным штаммом B. subtilis, опре�
деление первичной структуры белка и изучение
его ферментативных свойств.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования одного из белков протеоли�
тического спектра B. pumilus и предотвращения
его контаминации в процессе очистки другими
бактериальными протеазами ген mprBp металло�
эндопептидазы B. pumilus субклонировали на
плазмиде pSA1 [3]. Полученную плазмиду транс�
формировали в лабораторный протеазодефицит�
ный штамм B. subtilis BG2036. В реципиентном
бесплазмидном штамме B. subtilis BG2036 протео�
литическая активность обнаруживалась в следо�
вых количествах. Исследование гетерологичной
экспрессии гена металлоэндопептидазы в бес�
протеазном штамме показало, что максимальная
активность по гидролизу азоказеина в культу�
ральной жидкости в процессе роста бактерий со�
ответствовала стационарной фазе роста бацилл –
30 ч (рис. 1). Отметим, что ферментативная ак�
тивность по расщеплению специфических суб�
стратов для сериновых протеиназ (Z�Glu�pNA и
Z�Ala�Ala�Leu�pNА) в клеточной жидкости ре�
комбинантного штамма нами не обнаружена. 

В присутствии ингибитора металлопротеаз
1,10�фенантролина в концентрации 5 мМ актив�
ность фермента по гидролизу азоказеина в куль�
туральной жидкости рекомбинантного штамма
полностью подавлялась, в то время как ингиби�
тор сериновых протеиназ фенилметилсульфо�
нилфторид (PMSF) в концентрации 5 мМ не ока�
зывал влияния на ферментативное расщепление
азоказеина. Полученные результаты подтверди�
ли, что фрагмент ДНК B. pumilus, кодирующий
металлоэндопептидазу, экспрессируется клетка�
ми рекомбинантного штамма B. subtilis BG2036 в
культуральную среду. 

При оценке содержания этого фермента в об�
щем пуле протеаз культуральной жидкости ис�
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Рис. 1. Динамика роста клеток и накопления протеолитической активности в культуральной жидкости B. subtilis: рост
беспротеазного штамма B. subtilis BG2036 (1) и рекомбинантного штамма B. subtilis (2), протеолитическая активность
рекомбинантного штамма (3) и беспротеазного штамма (4).
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ходного штамма нами установлено, что на его до�
лю приходится не более 8% от уровня общей про�
теолитической активности. 

При разработке способов выделения металло�
эндопептидазы МprBp из культуральной жидко�
сти рекомбинантного штамма использовали
дробное осаждение (NH4)2SO4. В результате под�
бора условий фракционирования показано, что
оптимальным для выделения фермента из культу�
ральной жидкости является интервал насыщения
(NH4)2SO4 20–70%. 

Для следующей стадии очистки использовали
хроматографию на трех носителях – бацитрацин�
силохроме, бутил� и октил�сефарозе (схема). Не�
обходимо отметить, что на предварительном эта�
пе очистки мы использовали хроматографию на
карбоксиметил�целлюлозе. Этот вид хроматогра�
фии был использован нами, поскольку ранее
применялся как эффективный метод очистки ще�
лочных внеклеточных сериновых протеиназ
B. pumilus. MprBp – новый фермент, обнаружен у
бацилл впервые, поэтому мы решили начать
очистку с известного подхода. Однако ионооб�
менная хроматография белка на CМ�целлюлозе
не дала положительных результатов (данные не
представлены). Бацитрацин�силохром относится
к аффинным сорбентам, эффективность которых

объясняется специфическими взаимодействиями
лиганда сорбента с субстратсвязывающими
участками фермента. Преимуществом аффинных
сорбентов является возможность выделить фер�
мент из сложной белковой смеси, в которой он
находится в ничтожно малых количествах. Хро�
матография на бацитрацин�силохроме не позво�
лила получить гомогенный препарат белка (схе�
ма, рис. 2). Гидрофобные носители бутил� и ок�
тил�сефароза связываются с белками за счет
гидрофобных взаимодействий белка и сорбента.
Повышению прочности таких взаимодействий
способствует сорбция белков из буферов, содер�
жащих соли , в частности (NH4)2SO4, в высокой
концентрации. Предварительно нами показано,
что такой концентрацией для исследуемой метал�
лоэндопептидазы является 35% (NH4)2SO4 в
0.05 М Трис�НСl�буфере: белок полностью сор�
бируется на носителе. Плавное понижение кон�
центрации соли в буферном растворе при элюции
приводит к десорбции белка. После сорбции бел�
ковой смеси на бутил�(октил�)сефарозе ступен�
чатая элюция белка с сорбента тем же буфером
при понижении концентрации (NH4)2SO4 от 35 до
10% (каждая последующая ступень элюирующего
буфера содержала на 5% меньше (NH4)2SO4) поз�
волила получить гомогенный белок.

Результаты хроматографии этого препарата
белка на обоих сорбентах были одинаковыми
(схема, рис. 2). Очищенная таким образом метал�
лоэндопептидаза по результатам электрофореза
соответствовала белку с молекулярной массой
19 кДа (рис. 2). 

Далее мы исследовали влияние ингибиторов
на активность гомогенного белка. Активность
фермента не ингибировалась PMSF, но полно�

стью подавлялась 1,10�фенантролином и высоки�
ми концентрациями EDTA. Таким образом, ин�
гибиторный анализ очищенного белка�фермента
подтверждает результаты, полученные для куль�
туральной жидкости рекомбинантного штамма
(см. выше).

Первичную структуру металлоэндопептидазы
B. pumilus, очищенной из культуральной жидко�
сти рекомбинантного штамма, мы изучали мето�

Культуральная жидкость

Уд. акт. 0.05

Диализат сульфатаммонийной фракции
Уд. акт. 1.03

Хроматография на
бацинтрацин�силохроме

Уд. акт. 12.4
Выход 9.2%

Хроматография на
бутил�сефарозе

Уд. акт. 15.0
Выход 2.1%

Хроматография на
октил�сефарозе

Уд. акт. 15.2
Выход 2.5%

Схема очистки металлоэндопептидазы B. pumilus.
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дом MALDI�TOF�спектрометрии (рис. 3). По ре�
зультатам этого анализа последовательность ами�
нокислот зрелого белка полностью совпадала с
последовательностью аминокислот, конвертиро�
ванной из нуклеотидной последовательности се�
квенированного гена mprBp (AN EU678894). Со�
гласно этим данным, последовательность зрелого
белка включает 174 а.о., что соответствует моле�
кулярной массе белка 19050 Да и подтверждает
результаты, полученные при электрофорезе
(рис. 2). Эти данные позволили определить изо�
электрическую точку белка�фермента pI, которая
равна 5.4. 

Анализ первичной структуры зрелого белка
показал наличие двух консервативных последо�
вательностей: продленного мотива активного
центра H126E127YGH130NFG133LPH136 и структуры
Met�поворота C145LM147NY149, являющихся мар�
керными для клана метцинкинов [5] (рис. 3). На�

личие конкретных консервативных последова�
тельностей в структуре белка позволило предпо�
ложить принадлежность идентифицированного
нами белка к семейству адамализиноподобных
металлоэндопептидаз. В табл. 1 приведены дан�
ные сравнительного анализа мотивов активного
центра адамализиновых эндопептидаз, а также
термолизина B. thermoproteolyticus. В последова�
тельностях выделены консервативные аминокис�
лотные остатки активного центра и остаток мети�
онина в структуре Met�поворота [6, 7]. Результа�
ты этого сравнения показали, что 12�й
аминокислотный остаток в последовательности
мотива активного центра металлоэндопептидазы
B. pumilus (в табл. 1 выделен и подчеркнут) пред�
ставлен остатком аспарагиновой кислоты (D),
совпадающий с таковым для всех перечисленных
адамализинов, в то время как этот остаток у пред�
ставителей других семейств метцинкинов обычно
представлен другими остатками: у астацинов –
это остаток глутамата, у серрализинов – это оста�
ток пролина, у матриксинов – это остаток серина
[4, 5]. Следует отметить, что наличие высоко кон�
сервативного остатка цистеина (С) в структуре
Met�поворота характерно только для представи�
телей семейства адамализинов/репролизинов
клана метцинкинов. В других семействах этого
клана остаток цистеина заменен на другие амино�
кислотные остатки, только в семействах астаци�
нов и серрализинов – это остаток серина (S), в се�
мействах матриксинов – остаток аланина (A). 

Таким образом, выделенный нами секретируе�
мый фермент B. pumilus является аналогом эука�
риотических адамализинов/репролизинов. До
сих пор эти белки описаны только для эукариоти�
ческих организмов. Кроме того, идентифициро�
ванный нами фермент среди внеклеточных про�
теолитических белков B. pumilus 3�19 является
первым бактериальным гомологом эукариотиче�
ских адамализинов (ADAMS).

кДа

66

45

21

14.4

1 2 3 4

19 кДа

Рис. 2. ПААГ�SDS�электрофорез металлоэндопеп�
тидазы на разных стадиях очистки белка: белковые
маркеры молекулярных масс (1), фракции белка по�
сле осаждения (NH4)2SO4 (2), после очистки на ба�
цитрацин�силохроме (3), после очистки на октил�
сефарозе (4).

Таблица 1.  Гомология консервативных мотивов металлоэндопротеаз разных кланов

Металлопротеиназы Последовательность 
активного центра Гомология, % Последовательность 

Met�изгиба Гомология, %

Металлоэндопептидаза 
B. pumilus [3]

HEYGHNFGLPHD 100 CLMNY 100

Гипотетический 
репролизин B. pumilus 
АТСС 7061 [3]

HEYGHNFGLPHD 100 CLMNY 100

Адамализин II 
C. adamanteus [18] 

HELGHNLGMEHD 66 CIMRP 40

Адамализин ADAM21 
M. mulatta [14]

HELGHILGMQHD 58 CIMNT 60

Термолизин 
B. thermoproteolyticus [6]

HELTH 20 Нет данных Нет данных
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Эукариотические адамализины – это мульти�
доменные белки, в структуру которых входят про�
домен, протеиназный домен, фуринраспознаю�
щий домен (RХХR), дизинтегриновый домен,
тромбоспондин�подобный и цистеин�богатый
домены. Физиологические функции адамализи�
нов варьируют в зависимости от числа доменов
[8]. Анализ аминокислотной последовательности
металлоэндопептидазы B. pumilus позволил уста�
новить наличие в прокариотической молекуле

двух доменов, характерных для представителей
семейства адамализинов – продомена и металло�
протеиназного домена (рис. 5). Отсутствие диз�
интегринового, тромбоспондинподобного и ци�
стеин�богатого доменов в структуре бактериаль�
ного фермента может определять меньший
спектр действия адамализиноподобной микроб�
ной эндопептидазы в отличии от секретируемых
адамализинов эукариот. Установлено, что С�ко�
нец эукариотических адамализинов, состоящий
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Рис. 3. Результаты MALDI�TOF�спектрометрии пептидов, полученных в результате обработки металлоэндопептида�
зы трипсином. Показана реконструированная аминокислотная последовательность металлоэндопептидазы. Выделе�
ны консервативные участки: мотив активного центра (подчеркнут) и Met�поворот (в рамке). Стрелками отмечены
связи, гидролизуемые трипсином. Над стрелками указаны массы полученных пептидов (Да).

ПД

ПД МД

ДД ЦБДМД

COOHNH2

ТПД

COOHNH2

ФРМ

Zn

ADAMs

MprBp

Zn

Рис. 4. Схема расположения доменов в структуре ADAMs�белков и адамолизиноподобной металлоэндопептидазы
B. pumilus. ПД – продомен, ФРМ – фуринраспознающий мотив, МД – металлопротеазный домен, ДД – дизинтегри�
новый домен, ЦБД – цистеинбогатый домен, ТПД – тромбосподинподобный домен.
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из тромбоспондин�подобного и цистеин�богато�
го доменов, отвечает за подавление образования и
разрастания опухолевых клеток [9]. Вероятно, в
ходе эволюции от прокариот к эукариотам адама�
лизины приобрели выраженную специфичность
и дополнительные функциональные домены
(рис. 4). Итак, особенности в структуре новой
бактериальной металлоэндопептидазы B. pumilus
свидетельствуют о принадлежности выделенного
нами белка к семейству адамализинов/репроли�
зинов.

Мы провели поиск генов�гомологов металло�
эндопептидазы B. pumilus в геномах других бакте�
рий в базе данных NCBI. Выравнивание последо�
вательностей гена mprBр с генами, кодирующими
гипотетический белок BPUM_3392 B. pumilus
SAFR�032 (AN YP_001488604.1), репролизин се�
мейства цинкзависимых металлопротеиназ
B. pumilus ATCC 7061 (AN ZP_03055196.1), гипо�

тетический белок BL03917 B. licheniformis ATCC
14580 (AN YP_081058.1) и астацин речного рака
A. аstacus, позволило выявить гомологию струк�
турной области гена в 99, 98, 69 и 42%, соответ�
ственно (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Выравни�
вание последовательностей этих генов показало,
что цинк�связывающие сайты в активном центре
перечисленных продуктов генов идентичны. Гомо�
логия гена mprBр с геном астацина составляет до
40% и свидетельствует, что изучаемый нами фер�
мент не относится к семейству астацинов клана
метцинкинов. Гомология гена mprBp с геном все�
сторонне изученного бактериального фермента
термолизина B. thermoproteolyticus (AN X76986.1, –
другого клана цинк�зависимых металлоэндопеп�
тидаз (глуцинкинов)) еще меньше – 35% (табл. 2).
Анализ последовательностей активного центра
соответствующих генов металлоэндопептидазы
B. pumilus и термолизина также не выявил гомо�
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Рис. 5. рН�Оптимум металлоэндопептидазы B. рumilus.

Таблица 2.  Сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей генов металлоэндопептидаз

Ген металлопротеазы
Гомология участка, 

отвечающего 
активному центру, %

Гомология 
регуляторной 

области гена, %

Гомология 
структурной 

области гена, %

Размер открытой 
рамки считывания, 

п.о.

mprBр – ген внеклеточной 
металлоэндопептидазы 
B. pumilus [3]

100 100 100 810

Ген Zn�зависимой 
металлопротеазы 
B. pumilus ATCC 7061 [3]

100 98 98 827

Ген астацина 
A. astacus (crayfish) [14]

42 – 42 756

npr – ген термолизина 
B. thermproteolyticus [6]

25 0 35 1647



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 38  № 4  2012

ПЕРВАЯ АДАМАЛИЗИНОПОДОБНАЯ МИКРОБНАЯ МЕТАЛЛОЭНДОПЕПТИДАЗА 7

логии (20%, табл. 1). Таким образом, сравнитель�
ный анализ структуры генов, структуры активных
центров соответствующих белков, размеров от�
крытых рамок считывания показали низкую сте�
пень сходства идентифицированной металлоэн�
допептидазы B. pumilus с термолизиноподобной
протеиназой B. thermoproteolyticu, клана глуцин�
кинов. 

Гены, кодирующие металлоэндопептидазы,
обнаружены практически во всех секвенирован�
ных (или частично секвенированных) геномах ба�
цилл. Однако кодируемые этими генами металло�
эндопептидазы относятся к другому клану проте�
аз, а именно – к глуцинкинам, ферментам,
имеющим иные структурные особенности и био�
химические свойства [3, 10]. Так, гены металло�
эндопептидаз nprА B. stearothermophilicus [11],
nprB B. subtilis и npr Bacillus sp. BT1 [10] кодируют
термостабильные нейтральные термолизинопо�
добные протеиназы. Эти ферменты имеют общую
характерную аминокислотную последователь�
ность – HEXXH, представляющую сайт активно�
го центра молекулы термолизина. У термолизи�
ноподобных металлоэндопептидаз остаток глута�
миновой кислоты располагается на расстоянии
20 а.о. от второго гистидинового лиганда актив�
ного центра, формирует третий цинковый лиганд
и является частью другого консервативного доме�
на NEXXSD [12, 13]. В структуре исследуемой на�
ми адамализиноподобной металлоэндопептида�
зы B. pumilus такой домен не идентифицирован и
фермент не относится к глуцинкинам. Таким об�
разом, анализ данных свидетельствует о наличие
в геномах некоторых видов бацилл генов адама�
лизиноподобных протеиназ клана метцинкинов,
функцию которых предстоит изучить. 

Далее мы исследовали физико�химические
свойства адамализиноподобной металлоэндо�

пептидазы B. pumilus. Константа Михаэлис�Мен�
тен для очищенной металлоэндопептидазы опре�
делена по начальной скорости гидролиза азоказе�
ина и составляет 0.06 мМ. При определении
оптимума рН действия фермента MprBp, уста�
новлено, что он соответствует рН 7.7 (рис. 5). Эти
данные свидетельствуют о том, что фермент от�
носится к группе щелочных металлоэндопепти�
даз. Большинство метцинкинов имеют оптимум
рН действия в интервале от 7.0 до 10.0. Так, для
астацина рН�оптимум находится в широком ин�
тервале рН 7.5–9.5 и частично зависит от гидро�
лизуемого субстрата [14]; серрализины проявля�
ют протеолитическую активность тоже в широ�
ком диапазоне рН от 6.0 до 10.0 с оптимумом при
рН 8.0 [15]; для матриксинов оптимальным явля�
ется рН среды 7.0 [16]. Оптимальная протеолити�
ческая активность адамализинов/репролизинов
также проявляется в слабощелочных условиях
(рН 7.5) [17, 18]. Таким образом, оптимум рН дей�
ствия полученной нами металлоэндопептидазы
близок к рН�оптимуму, характерному для семей�
ства адамализинов.Температурный оптимум ис�
следуемой протеиназы составил 55°С (рис. 6).
Похожий температурный оптимум имеют другие
цинк�зависимые металлопротеиназы: протеиназа
NprM B. megaterium имеет оптимум активности
при 58°С [19], протеиназы B. stearothermophillus S,
N и B имеют температурный оптимум при 70°, 85°
и 90°С, соответственно [20], а протеиназы
B. cereus КСТС 3674 – при 70°С [21]. 

Таким образом, нами впервые выделена и оха�
рактеризована новая внеклеточная бактериаль�
ная металлоэндопептидаза B. pumilus, которая
представляет уникальный для бактерий секрети�
руемый фермент, относящийся по ключевым ха�
рактеристикам к семейству адамализинов/репро�
лизинов клана метцинкинов.
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Рис. 6. Температурный оптимум действия металлоэндопептидазы B. рumilus.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Составляющие среды для культивирования:
бактериологический пептон (Sigma, США) и
дрожжевой экстракт (Sigma, США). Соли: NaCl,
CaCl2, MgSO4, MnSO4, NH4Cl, Na2HPO4,
(NH4)2SO4 (Sigma, США). Используемый буфер –
Трис�HCl буфер (Sigma, США). Субстрат для по�
становки протеолитической активности – азока�
зеин (Sigma, США). Синтетические хромогенные
субстраты Z�Ala�Ala�Leu�pNA (субстрат для суб�
тилизиноподобных эндопептидаз) и Z�Glu�pNA
(субстрат для глутамилэндопептидаз) синтезиро�
ваны на химическом факультете МГУ г. Москва
[22]. Ингибиторы – PMSF, EDTA и 1,10�фенан�
тролин (Serva, Германия). Сорбенты для хромато�
графии: бацитрацин�силохром (синтезирован на
химическом факультете МГУ г. Москва) [23], бу�
тил�сефароза и октил�сефароза HiTrap колонки
размером 1 мл (Pharmacia, США). Сооmassiе bril�
liant blue G�250 (“Serva”, Германия), белковые
маркеры для электрофореза (Sigma, США), ПЭГ
40000 (Sigma, США), реактив Бредфорд (Bio�Rad,
США). 

Бесплазмидный штамм B. subtilis BG2036
предоставлен проф. Eugenio Ferrarri, Genencor
Int. Inc., USA; плазмиды pSA1 (лаборатория ББФ
КФУ, Россия) [3], pCB22 и рСМ4 предоставлены
для работы проф. С.В. Костровым, ИМГ РАН,
г. Москва [24]. 

Вибростенд для культивирования микробов
(“B. Braun”, Германия). Спектрофотометр (Bio�
Rad, США).

Получение рекомбинантного штамма B. subtilis
проводили по методике [25]. В работе использо�
вали рекомбинантный штамм B. subtilis, устойчи�
вый к эритромицину, который получен путем
трансформации плазмидой pSA1, содержащей
ген металоэндопептидазы B. pumilus 3�19 под соб�
ственным промотором, реципиентного протеазо�
дефицитного штамма B. subtilis BG2036. Плазми�
да pSA1 является производной плазмиды рСМ4,
сконструированной путем инсерции 6 кб фраг�
мента геномной ДНК B. pumilus 3�19 в вектор экс�
прессии pCB22 [3].

Культивирование бесплазмидного и рекомби�
нантного штамма B. subtilis, а также исходного
штамма B. pumilus 3�19 проводили на среде, опи�
санной ранее, в течение 30 ч при 200 об/мин [26].
Отношение объема среды к объему колбы состав�
ляло 1 : 7. Культуральную жидкость освобождали
от клеток центрифугированием в течение 20 мин
при 10000 g.

Протеолитическую активность металлоэндо/
пептидазы определяли по расщеплению азоказеи�
на [27, 28]. Измерение проводили при длине вол�
ны 450 нм. За 1 ед. акт. принимали такое количе�
ство фермента, которое гидролизует в условиях

эксперимента (при 37°С в 0.05 М Трис�HCl�буфе�
ре рН 7.7) 1 мкг субстрата азоказеина за 1 мин.

Активность фермента по гидролизу синтетиче�
ских субстратов определяли, как описано в рабо�
те [29]. 

Белок определяли спектрофотометрически,
принимая за одну оптическую единицу поглоще�
ние раствора белка 1 мг/мл в кювете толщиной
1 см при 280 нм. Также проводили определение
концентрации белка по методу Брэдфорд (рас�
твор Брэдфорд стандартизован калибровочной
кривой по свободному тирозину) [30].

Содержание металлоэндопептидазы в общем пу/
ле протеиназ B. pumilus 3�19 определяли сравнени�
ем протеолитической активности в культураль�
ной жидкости исходного штамма в присутствии
PMSF и 1,10�фенантролина в концентрации
5 мМ и без ингибиторов. 

Действие ингибиторов на протеолитическую ак/
тивность металлопротеиназы изучали при инкуба�
ции раствора фермента (или культуральной жид�
кости) в присутствии эффектора в течение 1 ч при
комнатной температуре, после чего определяли
остаточную активность реакционной смеси по
гидролизу азоказеина. Остаточную активность
выражали в процентах относительно контроля,
активность которого принимали за 100% при от�
сутствии ингибиторов в реакционной смеси. В
работе использовали ингибитор сериновых про�
теиназ PMSF, ингибиторы металлопротеиназ –
EDTA и 1,10�фенантролин. Ингибиторы добав�
ляли к раствору фермента в соотношениях фер�
мент:ингибитор 1 : 10 и 1 : 100. 

Выделение металлоэндопептидазы B. pumilus
проводили из 1 л культуральной жидкости реком�
бинантного штамма B. subtilis. Белки из культу�
ральной жидкости осаждали добавлением
(NH4)2SO4 в интервале 20–70% насыщения при
4°С. Образовавшийся при этом осадок отделяли
центрифугированием (13000 об/мин), растворяли
его в 10 мл 0.05 М Трис�HCl�буфера, рН 7.3, и
диализовали против 1000 мл этого же буфера в те�
чение ночи при 4°С. Смену буфера для диализа
проводили 2 раза в день в течение 3 сут до полного
исчезновения осадка в диализате. Получили 24 мл
отдиализованного белкового препарата.

Очистку 5 мл отдиализованного белкового пре�
парата проводили на колонке размером 1 × 14 см с
бацитрацин�силохромом. Сорбент в колонке
предварительно уравновешивали 0.05 М Трис�
HCl�буфером, рН 7.3, содержащим 5 мМ СаCl2.
После промывки колонки уравновешивающим
буфером проводили элюцию сорбированного
белка тем же буфером, содержащим 1М NaCl и
7% изопропанола со скоростью 20 мл/ч. Хромато�
графический процесс контролировали по опти�
ческому поглощению при 280 нм. Фракции с мак�
симальным количеством белка и активности объ�
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единяли, полученный раствор (31 мл)
диализовали против 0.05 М Трис�HCl�буфера,
рН 7.3, с 5 мМ СаCl2. 

Очистку отдиализованного белкового препа�
рата, полученного после осаждения (NH4)2SO4

(как описано выше), по 1 мл, проводили также на
колонках с бутил� и октил�сефарозой по одина�
ковой схеме (параллельно). Колонку с сорбентом
уравновешивали 0.05 М Трис�HCl�буфером,
рН 7.3, содержащим 5 мМ СаCl2 и 35% (NH4)2SO4.
Раствор фермента перед нанесением на колонку
диализовали против уравновешивающего буфера
0.05 М Трис�HCl, рН 7.3, с 5 мМ СаCl2, содержа�
щего 35% сульфата аммония. Фермент элюирова�
ли с колонки при 20–15% (NH4)2SO4 в буфере,
объем фракции составлял 1 мл (каждая ступень
элюирующего буфера состояла из 10 фракций),
скорость элюции – 20 мл/ч. Хроматографический
процесс контролировали по оптическому погло�
щению при 280 нм. Полученные фракции (с 4 по
8 – при 20% (NH4)2SO4 и с 1 по 6 – при 15%
(NH4)2SO4) объединяли и диализовали против то�
го же буфера без (NH4)2SO4. Далее полученный
раствор белка концентрировали при помощи
ПЭГ 40000 до объема 3 мл. 

Выход целевого белка рассчитывали по общей
активности на всех стадиях его очистки. Удель�
ную активность фермента в культуральной жид�
кости и в очищенных препаратах белка рассчиты�
вали как отношение единиц активности на мг
белка (определение белка по А280 или по Брэд�
форд). 

Электрофорез белков проводили в 12.5%�ном
ПААГ в присутствии SDS по методу Лэммли [31].
Окраску разделенных белков проводили красите�
лем Сооmassi brilliant blue G�250. В качестве мар�
керов мол. масс при электрофоретическом разде�
лении использовали следующие белки (кДа):
БСА (66), овальбумин (45), папаин (20.6), лизо�
цим (14.4).

Очищенную металлоэндопептидазу анализиро/
вали методом MALDI/TOF/масс/спектрометрии.
После трипсинолиза металлоэндопептидазы по�
лученные пептиды идентифицировали на масс�
спектрометре Vision 2000 TOF (ThermoBioanaly�
sis, Великобритания). Данные обрабатывали с
помощью программ Peptide Mass Fingerprint
http://www.matrixscience.com и Peptide Mass
http://www.expasy.net/tools/peptide�mass.html.

Константу Михаэлис/Ментен металлоэндопеп/
тидазы (Km) определяли по гидролизу азоказеина.
Концентрация фермента составила 0.12 мг/мл
(А280), начальная концентрация субстрата соста�
вила 5, конечная – 50 мг/мл. Начальные скорости
гидролиза азоказеина металлоэндопептидазой
анализировали в координатах Лайнуивера–Берка
с использованием программы Microsoft Excel. 

Изоэлектрическую точку белка/фермента опре�
деляли на основе аминокислотной последова�
тельности с использованием ресурса http://
www.expasy.net/cgi�bin/protparam.

рН/Оптимум активности фермента определяли
по гидролизу азоказеина в 0.05 М Трис�HCl�буфе�
ре, рН 7.3, с 5 мМ CaCl2 в интервале рН от 7.2 до
9.5 с шагом 0.2 единицы рН. Температурный опти/
мум действия фермента определяли по гидролизу
азоказеина в 0.05 М Трис�HCl�буфере, рН 7.7, с
5 мМ CaCl2 в интервале температур от 20 до 65°С. 

Для сравнительного анализа первичной структу/
ры метцинкиновых металлоэндопептидаз исполь�
зовали последовательности фрагментов геномов,
имеющиеся в свободном доступе на сервере NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Выравнивание по�
следовательностей проводили с использованием ал�
горитма BLAST: пакета программ, представленных
на сервере NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
Нуклеотидная последовательность гена mprBp хра�
нится в Международном банке генов “GeneBank” с
кодом доступа ACE75740.2.

Для статистического анализа эксперименталь/
ных данных использовали программу Microsoft
Excel. Для описания и сравнения признаков ис�
пользовали построения 95%�ных доверительных
интервалов для средних величин. 
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The Novel Adamts/Like Microbial Metalloendopeptidase

N. P. Balaban#, N. L. Rudakova, A. R. Sabirova, L. R. Valeeva, and M. R. Sharipova 
#e�mail: Nellybalaban@yandex.ru

Department of Microbiology, Faculty of Biology and Soil, Kazan (Volga region) Federal University,
ul. Kremlevskaya 18, Kazan, 420008 Russia

Heterologous gene expression of extracellular minor metalloendopeptidase of Bacillus pumilus 3�19 in protease�
deficient B. subtilis strain has been studied. The fraction of enzyme in total pool of B. pumilus 3�19 secreted pro�
teases composes less than 8%. The enzyme was isolated from culture liquid of recombinant strain, its primary
structure was determined, physicochemical properties were investigated. It was concluded that secreted metallo
endopeptidase of B. pumilus 3�19 represents the first prokaryotic homolog of eukaryotic adamalysin/reprolysin
protein family. 

Keywords: B. pumilus, metallo endopeptidase, adamalysins/reprolysins, primary structure, properties, the recom�
binant strain.
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