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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день поиск и разработка 
новых антимикробных препаратов выступают 
критически важными из-за широкого распрост- 
ранения заболеваний, вызванных антибиотико- 
резистентными инфекциями. Несмотря на успехи 
в создании синтетических антибиотиков, большой 
интерес представляют природные защитные сое- 
динения, в частности, антимикробные пептиды 

(АМП) и их аналоги. АМП обнаружены в различ- 
ных природных источниках – от бактерий до млеко- 
питающих – и играют важную роль в регулирова- 
нии микробных сообществ и иммунной защите 
многоклеточных организмов, обеспечивая им не- 
восприимчивость к патогенным микроорганизмам.

Бактериоцины – рибосомально синтезируемые 
АМП [1, 2], продуцируемые многими грамполо- 
жительными и грамотрицательными бактериями, 
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а также археями. В настоящее время известно 
несколько систем классификации бактериоцинов, 
основанных на различиях в химической структуре, 
биологической активности и механизмах дейст- 
вия [3]. Небольшие термостабильные бактерио- 
цины молекулярной массой менее 10 кДа подраз- 
деляют на два класса. К классу I относят бактерио- 
цины, содержащие посттрансляционные модифи- 
кации, а к классу II — немодифицируемые пептиды. 
Среди посттрансляционно модифицируемых бак- 
териоцинов наиболее многочисленное и хорошо  
исследованное семейство составляют лантибио- 
тики, многие из которых имеют потенциал меди- 
цинского применения в качестве эффективных 
антимикробных средств [4]. Характерной особен- 
ностью лантибиотиков является наличие таких  
нетипичных аминокислотных остатков, как лан- 
тионин (Lan, Ala-S-Ala) и метиллантионин (MeLan,  
Abu-S-Ala), которые образуются в результате цик- 
лизации при взаимодействии дегидратированных 
остатков Ser (2,3-дегидроаланин, Dha) и Thr (2,3-де- 
гидробутирин, Dhb) с остатками Cys с образова- 
нием тиоэфирных связей при участии специфич- 
ных модифицирующих ферментов [1]. В зави- 
симости от структуры и механизма ферментативного 
катализа при формировании тиоэфирных связей 
лантипептиды подразделяются на четыре клас- 
са, при этом большинство лантипептидов с анти- 
биотической активностью (лантибиотиков) от- 
носятся к классам I и II [5]. Лантибиотики класса I 
и их типичный представитель низин – широко ис- 
пользуемый пищевой консервант Е234 – претер- 
певают посттрансляционную модификацию при  
участии двух различных ферментов: LanB, осу- 
ществляющего дегидратацию остатков Ser и 
Thr, и LanC, катализирующего циклизацию с 
образованием тиоэфирных связей. Модификацию 
лантибиотиков класса II осуществляет один 
бифункциональный фермент – LanM.

Среди лантибиотиков класса II отдельную под- 
группу составляют двухкомпонентные ланти- 
биотики [1, 5]. Данные пептиды отличаются 
тем, что функционируют в виде двух отдельных 
компонентов (α и β), каждый из которых коди- 
руется отдельным геном (lanA1 и lanA2) и моди- 
фицируется при участии особого фермента 
(LanM1 или LanM2). Каждый из компонентов 
обладает самостоятельной антимикробной ак- 
тивностью, однако антимикробный эффект зна- 
чительно возрастает при их совместном синер- 

гическом действии. На сегодняшний день из- 
вестно 13 представителей двухкомпонентных лан- 
тибиотиков: лактицин 3147 [6], стафилококкцин [7],  
плантарицин W [8], BHT [9], Smb [10], лихеници- 
дин [11–14], галодурацин [15], энтероцин W [16],  
флавецин [17], бицереуцин [18], тузин [19], форми- 
цин [20] и розеоцин [21]. Ранее нами был выделен 
двухкомпонентный лантибиотик лихеницидин из  
Bacillus licheniformis VK21, состоящий из ком- 
понентов Lchα и Lchβ и обладающий активностью 
в отношении грамположительных бактерий в 
наномолярном диапазоне концентраций [12]. Нами 
была установлена структура обоих компонентов 
лихеницидина [12] и исследован механизм дейст- 
вия Lchα [14]. Строение зрелых компонентов Lchα  
и Lchβ, схематичное представление их посттранс- 
ляционной модификации, а также структурная 
организация кластера генов биосинтеза лихени- 
цидина изображены на рис. 1.

Ввиду сложности процесса созревания ланти- 
биотиков и многостадийности внесения посттранс- 
ляционных модификаций природными системами 
биосинтеза получение достаточных количеств пол- 
ностью модифицированных пептидов даже для 
их первоначальных структурно-функциональных 
исследований зачастую становится нетривиальной 
задачей. Во многих случаях выход зрелых ланти- 
биотиков при очистке из культур природных про- 
дуцентов измеряется микрограммами на 1 л куль- 
туральной жидкости. Разработка биотехно- 
логических систем для получения рекомбинантных 
лантибиотиков может позволить решить эту 
проблему, а также дать в руки исследователей 
удобный инструмент для дальнейшего изуче- 
ния этих перспективных антимикробных сое- 
динений. Известны системы гетерологичной 
экспрессии генов лантибиотиков (в первую 
очередь, принадлежащих к классу I) на основе 
Lactococcus lactis и Bacillus subtilis. В ряде 
работ [22, 23] была показана возможность по- 
лучения лантибиотиков лихеницидина и га- 
лодурацина в гетерологичной системе на основе 
E. coli. Однако, указанная методика получения 
рекомбинантного лихеницидина включает пос- 
ледовательные стадии экстракции примесей и 
целевого пептида органическими растворителями, 
что повышает её трудоемкость и лишает универ- 
сальности, необходимой для препаративной 
наработки и очистки потенциального прототипа 
фармацевтической субстанции.   Настоящая ра- 
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бота посвящена разработке биотехнологичес- 
кого способа получения рекомбинантного двух- 
компонентного лантибиотика лихенцидина из  
B. licheniformis B-511 в гетерологичной системе 
экспрессии в клетках E. coli BL21(DE3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка биотехнологического способа  
получения посттрансляционно  

модифицированных компонентов лихеницидина

Необходимость разработки способа получе- 
ния рекомбинантного лихеницидина была обус- 
ловлена низкими выходами, которые наблюда- 
лись при очистке его компонентов из штаммов 
B. licheniformis VK21 и B-511 (порядка 0.1 мг/л  
для Lchα и 0,01 мг/л для Lchβ). В ходе данного  
исследования мы разработали биотехнологичес- 
кую систему, которая позволяет получать реком- 

бинантные посттрансляционно модифицирован- 
ные компоненты лихеницидина путём гетероло- 
гичной экспрессии в штамме E. coli BL21(DE3). 
Для этого нами были спроектированы и получены 
конструкции на основе плазмид серии pET, в 
которые были встроены последовательности генов, 
кодирующих предшественники компонентов 
лихеницидина (SP1LchA1 и SP2LchA2), включая  
сигнальные последовательности SP1 и SP2, и  
гены ферментов для их модификации (LchM1 и  
LchM2). Синтез полинуклеотидных последова- 
тельностей, кодирующих компоненты лихеници- 
дина, проводили методом ПЦР путём амплифи- 
кации целевых генов на матрице геномной ДНК 
штамма B. licheniformis B-511, идентичного штам- 
му ATCC 14580. Сравнение штаммов B.  licheni- 
formis VK21 и B-511 показало, что они имеют 
одинаковые гены lchA1, lchA2 и lchM2 и неболь- 

 

Сигнальный пептид (СП) Сигнальный пептид (СП)

Рис. 1. (а) Схема биосинтеза и модификации компонентов лихеницидина [4]; (б) структурная организация кластера 
биосинтеза лихеницидина из B. licheniformis VK21 [12].

(а)

(б)
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шие отличия в гене lchM1, которые сводятся к заме- 
нам в пяти положениях (Val373Ala, Leu707Phe, 
Ile771Val, Lys818Arg, Leu946Phe).  Как нами было  
установлено, эти замены не оказывают значитель- 
ного влияния на активность фермента, поскольку 
указанные мутации локализованы в участках 
структуры фермента, отдаленных от каталитичес- 
ких центров дегидратации и циклизации. Каждую  
из полученных нуклеотидных последователь- 
ностей встраивали в вектор методом гомологичной 
рекомбинации in vivo в клетках E.  coli DH10B. 
Остатки Met в структуре предшественника каж- 
дого из пептидов заменяли на Leu, что позволило 
использовать реакцию с бромцианом для уда- 
ления гистидиновой метки и сигнальной части 
пропептида. Дополнительные модификации обеих 
нуклеотидных последовательностей (введение 
мутаций в гены пептидов и ферментов, удаление 
гена белка-носителя) осуществляли методом сайт- 
направленного мутагенеза с использованием 
амплификации полноразмерной плазмиды ме- 
тодом обратной ПЦР с мутагенизирующими прай- 
мерами [24]. Дальнейшую рециклизацию осущест- 
вляли путём гомологичной рекомбинации. В ходе 
оптимизации системы экспрессии рекомбинантных 
компонентов лихеницидина было показано, что  
присутствие белка-носителя тиоредоксина (TrxL),  
повышающего растворимость и выход гибрид- 
ных белков, не препятствует осуществлению моди- 
фикаций предшественников компонентов лихе- 
ницидина ферментами LchM1 и LchM2. Однако, 
наличие белка-носителя в смеси продуктов реак- 
ции с бромцианом затрудняло очистку зрелых 
компонентов лихеницидина из-за близких зна- 
чений времени удерживания белков на колонке 
при проведении обращённо-фазовой ВЭЖХ 
(офВЭЖХ), вследствие чего было решено отка- 
заться от его использования. Схема экспрессион- 
ных плазмид для получения рекомбинантных ком- 
понентов лихеницидина представлена на рис. 2. 

Гетерологичная экспрессия и модификация  
компонентов лихеницидина в E. coli

Для получения каждого из пептидов прово- 
дили трансформацию Ca2+-компетентных клеток  
E.  coli BL21(DE3) соответствующей плазмидой 
и дальнейшую коэкспрессию каждого из пред- 

шественников компонентов лихеницидина и соот- 
ветствующего ему модифицирующего фермента. 
При этом биосинтез, модификация и накопление 
компонентов происходили в цитоплазме клеток  
E. coli. Очистка включала в себя металлохелатную 
хроматографию в денатурирующих условиях, 
отщепление олигогистидиновой метки и сигналь- 
ной части пропептида с помощью реакции с бром- 
цианом в кислой среде и разделение продуктов 
реакции с помощью офВЭЖХ. Важно отметить, что 
в ходе совместной экспрессии предшественника 
пептида с ферментом его модификации синтези- 
ровался набор модифицированных форм с раз- 
ной степенью зрелости (с различным числом фос- 
форилированных и дегидратированных остатков 
и тиоэфирных связей), имеющих различные 
времена удерживания на колонке при разделении 
методом офВЭЖХ. Хроматограммы очистки 
рекомбинантных компонентов Lchα и Lchβ, а 
также масс-спектрометрический анализ фракций, 
предположительно содержащих целевые зрелые 
пептиды, представлены на рис. 3 и 4.

Как видно из хроматограммы и масс-спектра  
фракции, содержащей Lchα, в ходе коэкспрессии 
значительная часть пептида оставалась в немо- 

Сайт расщепления BrCN

Рис. 2. Схематичное представление экспрессионных 
плазмид для получения рекомбинантных компонентов 
лихеницидина. 
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формы

формы

Рис. 3. Хроматограммы очистки полученных рекомбинантных компонентов лихеницидина с помощью обращённо-
фазовой ВЭЖХ. (а) – Lchα и другие незрелые формы LchA1, (б) – Lchβ и другие незрелые формы LchA2.

(а)

(б)
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дифицированной форме. Лишь небольшая фрак- 
ция имела в своей структуре все семь необходи- 
мых дегидратаций. Исходя из предположения, что 
низкая модифицирующая активность фермента 
LchM1 могла быть связана с низкой стабильностью 
его мРНК, мы повторили эксперимент с использова- 
нием штамма E. coli BL21 Star (DE3), мутантного 
по гену РНКазы E. При этом уровень экспрессии 
гена lchM1 значительно повысился, что привело 
к возрастанию суммарной доли полностью де- 
гидратированной (−7 H2O) и предшествующей ей 

(−6 H2O) форм Lchα. Тем не менее, оставшаяся 
часть пептида все ещё была представлена преиму- 
щественно недегидратированной формой. Варьи- 
рование условий коэкспрессии генов lchA1 и 
lchM1 (введение осмолитов в состав питательной 
среды, снижение температуры инкубации до  
16°С, использование автоиндукции лактозой, из- 
менение продолжительности культивирования) 
также не привело к повышению выхода зрелой 
формы пептида Lchα.

Форма Масса, Да

Форма Масса, Да

Рис. 4. МАЛДИ-масс-спектрометрический анализ полученных рекомбинантных компонентов лихеницидина.  
(а) – LchA1, (б) – LchA2. (а) – Lchα и другие незрелые формы LchA1; (б) – Lchβ и другие незрелые формы LchA2.

(а)

(б)
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Напротив, рекомбинантный компонент Lchβ  
был получен нами в аналогичной системе экспрес- 
сии с высоким выходом, составившим около 4 мг  
с 1 л культуры. На стадии офВЭЖХ был получен  
ряд пиков (рис. 4б), среди которых с помощью 
МАЛДИ масс-спектрометрии удалось выявить 
фракцию, содержащую пептид с молекулярной 
массой, соответствующей природному β-компо- 
ненту лихеницидина (Мрасч ~ 3019.5 Да). Иден- 
тичность структуры полученного рекомбинант- 
ного Lchβ с природным была подтверждена с  
помощью ЯМР-спектроскопии (данные не приве- 
дены). Таким образом, ферментативная актив- 
ность LchM2 в полученной системе обеспечи- 
вает эффективное отщепление 12 молекул воды  
от предшественника пептида и образование четы- 
рех внутримолекулярных тиоэфирных связей.

Получение природных α- и β-компонентов 
лихеницидина из B. licheniformis B-511 проводили 
по ранее описанной нами методике [12]. Хромато- 
грамма очистки пептидов с помощью офВЭЖХ 
и МАЛДИ масс-спектрометрический анализ 
полученных фракций пептидов представлены на 
рис. 5.

Дополнительным подтверждением идентич- 
ности рекомбинантных компонентов природному 
лихеницидину стали результаты тестирования 
их антимикробной активности. Из-за малого ко- 
личества получаемой зрелой формы Lchα, ее ак- 
тивность была протестирована только в отноше- 
нии штамма Listeria monocytogenes EGD мето- 
дом диффузии в твёрдую агаризованную среду,  
в результате чего была обнаружена зона ингиби- 
рования, свидетельствовавшая о наличии анти- 
микробных свойств. Полученная зрелая форма 
рекомбинантного Lchβ проявила антимикробную 
активность в аналогичном тесте только в отно- 
шении штамма Staphylococcus aureus ATCC 29213  
и не была активной в отношении других тестиру- 
емых штаммов бактерий. Однако в тестах ме- 
тодом серийных разведений в жидкой среде 
рекомбинантный Lchβ показал активность в от- 
ношении других штаммов бактерий (табл. 1).  
Кроме того, рекомбинантный Lchβ продемонс- 
трировал синергизм при совместном действии 
с природным α-компонентом лихеницидина в 
отношении L. monocytogenes EGD (рис. 6) по ре- 
зультатам тестирования в твёрдой агаризован- 
ной и в жидкой среде (табл. 1).

Рис. 5. Хроматограмма очистки природного лихеницидина с помощью обращённо-фазовой ВЭЖХ и МАЛДИ-масс-
спектрометрический анализ выделенных природных компонентов лихеницидина.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение плазмидных конструкций. Для 
получения нуклеотидных последовательностей, 
кодирующих предшественники компонентов 
лантибиотика лихеницидина LchA1 и LchA2 и 
модифицирующие их ферменты LchM1 и LchM2, 
соответственно, проводили амплификацию их 
генов на матрице геномной ДНК природного 
продуцента B. licheniformis B-511 (GeneBank: 

AAU25566.1,  AFR74837.1,  ADM36019.1, 
AAU42939.1) с помощью ПЦР. Синтезированные 
нуклеотидные последовательности встраивали  
в вектор pET-8хHis-TrxL из коллекции УНЦ  
ИБХ РАН методом гомологичной рекомбинации 
in vivo [24] в клетках E.  coli DH10B. В случае 
lchA1 с помощью ПЦР синтезировали мутант- 
ный ген, кодирующий предшественник α-компо- 
нента лихеницидина LchA1 с заменой остатков 
M5L и M13L в сигнальной части, а также M28L 
в модифицируемой части пептида. Использован- 
ные в работе последовательности олигонуклео- 
тидных праймеров приведены в табл. 2. Пра- 
вильность сборки полученных плазмидных конст- 
рукций оценивали с помощью секвенирования 
по Сэнгеру (ЗАО «Евроген»). Для повышения 
достоверности полученных данных каждый 
клонированный фрагмент секвенировали дважды 
в противоположных направлениях.

Получение рекомбинантных компонентов 
лихеницидина. Штаммы-продуценты реком- 
бинантных компонентов лихеницидина получали 
путем трансформации Ca2+-компетентных клеток 
E. coli BL21(DE3) плазмидой, кодирующий окта- 
гистидин-меченый препропептид и фермент его  
модификации. Трансформированные клетки вы- 
ращивали в течение 16 ч при 37°C в 10 мл среды 
LB, содержащей 100 мкг/мл ампициллина и 20 мМ 
глюкозы и вносили в 1.0 л среды LB для экспрес- 
сии, содержащей 20 мМ глюкозы, 1 мМ MgSO4 
и 100 мкг/мл ампициллина. Культивирование 
осуществляли в термостатируемом шейкере при 

Таблица 1. Антимикробная активность полученных компонентов лихеницидина в отношении чувствительных 
тест-штаммов бактерий

Тестируемый штамм
МИК, мкМ

Rβ Nβ Nα Nα + Nβ Nα + Rβ Низин

Micrococcus luteus Ac-2229 > 128 > 32 4 0.125 + 0.125 0.25 + 0.25 0.0156

Listeria monocytogenes EGD > 128 > 32 >16 2 + 2 2 + 2 0.0625

Bacillus subtilis B-886 32 32 32 1 + 1 2 + 2 0.0313

Mycobacterium phlei Ac-1221 32 32 16 4 + 4 4 + 4 0.25

* Nα – природный Lchα; Nβ – природный Lchβ; Rβ – рекомбинантный Lchβ; МИК – минимальная ингибирующая концен-
трация.

Рис. 6. Синергическое действие эквимолярной смеси  
природного Lchα (Nα) и рекомбинантного Lchβ (Rβ) 
в отношении L. monocytogenes EGD (суммарная кон- 
центрация смеси пептидов – 1.0 мкг; концентрация 
Nα или Rβ – 1.0 мкг; (+) контроль – тетрациклин в 
концентрации 1.0 мкг; (–) контроль – 5% ацетонитрил, 
0.1% трифторуксусная кислота.
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37°C, 220 об/мин в течение 2–3 ч до плотности 
0.8–1.0 OD600/мл, после чего добавляли индуктор 
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) 
до конечной концентрации 0.2 мМ. Продолжали 
инкубацию клеточной культуры при температуре 
30°C, 220 об/мин в течение 3–4 ч. Клеточную 
массу осаждали центрифугированием при ско- 
рости 4000 об/мин и температуре 4°C в течение  
10 мин. Полученный клеточный осадок заморажи- 
вали и хранили при температуре минус 20°C.

Выделение и очистка рекомбинантных ком- 
понентов лихеницидина. Металлохелатная хро- 
матография. Клеточный осадок гомогенизировали 
с помощью ручного стеклянного гомогенизатора 
до однородной суспензии в буфере А для метал- 
лохелатной хроматографии (6 М гуанидина гидро- 
хлорид, 100 мМ NaH2PO4, 30 мМ имидазол, pH 7.8), 
добавляя 9 мл буфера на 1 г осадка. Далее прово- 
дили ультразвуковой лизис полученной клеточ- 
ной суспензии на льду в циклическом режиме  
(400 Дж на 1 мл суспензии). Центрифугировали 
лизат при скорости 17000 об/мин (30000 g) и тем- 
пературе 4°C в течение 30 мин.

Гибридные белки, содержащие модифицирован- 
ные предшественники пептидов Lchα и Lchβ, 
N-концевую октагистидиновую метку (8xHis) и сиг- 
нальный пептид (SP1 или SP2), очищали в денату- 
рирующих условиях с помощью Ni2+-металло- 
хелатной аффинной хроматографии на колонке 
(d = 1 см, h = 8 см), содержащей сорбент Ni-сефа- 
розу 6 Fast Flow (GE Healthcare, США). Очистку 
проводили при нормальном давлении и скорости 
потока буферных растворов 1 мл/мин. Элюцию 
пептидов проводили с помощью буфера В для  
металлохелатной хроматографии (6 М гуанидина 
гидрохлорид, 100 мМ NaH2PO4, 500 мМ имида- 
зол, pH 7.8). Время выхода гибридного белка де- 
тектировали по изменению оптического погло- 
щения при длине волны 280 нм.

Отщепление вспомогательных аминокис- 
лотных последовательностей.Расщепление гиб- 
ридного белка по остатку метионина, введенному 
между сигнальной последовательностью и зрелым 
пептидом, осуществляли с помощью реакции с  
бромцианом в кислой среде. К 1 мл элюата в бу- 
фере В для металлохелатной хроматографии до- 

Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидных праймеров для ПЦР

№ Нуклеотидная последовательность (5′→3′) Назначение

1 ACGGATCCTCAAAAAAGGAACTGATTCTTTCATGGAAAAATCC
TCTGTATCGCACTGAATCTTCT Получение ампликона  

SP1LchA1_M13L-LchM1
2 TTCCTTTTTTGAGGATCCGTGATG

3
ACGGATCCTCAAAAAAGGAACTGATT 
CTTTCATGGAAAAATCCTCTGTATCGC 
ACTGAATCTTCT

Мутагенез сигнальной  
последовательности LchA1  

(SP1_M5L, M13L)
4 CAGTTCCTTTTTTGAGGATCCGTGAT

5 CCTCGACGCTAACCTGGCCGGATCCCATCA 
CCACCACCATCACGGAAAAACACTGAAAAATTC

Получение ампликона  
SP2LchA2-LchM2

6 ACGGAAAAACACTGAAAAATTCAGCTGCCCGTG 
AAGCCTTCAAAGGAGCCAATCATCCGG

7 AGGAGCCAATCATCCGGCAGGGCTGGTTTCCGA 
AGAGGAATTGAAAGCTTTGGTAGGAGG

8 TTGAAAGCTTTGGTAGGAGGAAATGACGTCAAT 
CCTGAAATGACAACTCCTGCTACAACC

9 GTGGTGGTGGTGCTCGAGAGAATTCTCACCTGCCCGTC
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бавляли 50 мкл 50% раствора бромциана, дости- 
гая приблизительно 100-кратного молярного из- 
бытка по отношению к остаткам метионина в  
составе белка, и 54 мкл концентрированной HCl  
(до расчетного значения pH ~ 1.0). Смесь инкуби- 
ровали в темноте в течение 16–20 ч при комнатной 
температуре. Реакцию останавливали добавле- 
нием двухкратного объёма воды. Образец упари- 
вали до исходного объёма на вакуумном концент- 
раторе SpeedVac в течение 3 ч для удаления из- 
бытка бромциана и HCl. Полученные образцы 
титровали 4 М NaOH до значения pH 4.0.

Обращённо-фазовая высокоэффективная 
жидкостная хроматография (офВЭЖХ). Фи- 
нальную очистку рекомбинантных пептидов 
проводили с помощью офВЭЖХ на колонке 
Reprosil-Pur C18-AQ (d = 5 мкм, 250 × 10 мм) 
в системе буферов А1 (5% ацетонитрил, 0.1% 
трифторуксусная кислота) и B1 (80% ацетонит- 
рил, 0.1% трифторуксусная кислота). Разделе- 
ние смеси продуктов проводили при скорости по- 
тока 2 мл/мин в градиенте концентрации ацето- 
нитрила от 5 до 80% буфера B1. Время выхода 
пептида детектировали по изменению оптичес- 
кого поглощения элюата при 214 и 280 нм. Соб- 
ранные фракции элюата, соответствующие пикам  
целевых пептидов на хроматограмме, собирали 
и упаривали досуха на вакуумном концентраторе 
SpeedVac. При необходимости проводили пов- 
торную очистку с помощью офВЭЖХ на отдель- 
ной колонке Reprosil-Pur C18-AQ в тех же усло- 
виях.

Уровень экспрессии гибридных белков и фер- 
ментов LchM1 и LchM2, степень расщепления 
бромцианом и качество хроматографической 
очистки контролировали с помощью белкового 
электрофореза в денатурирующих условиях в 
полиакриламидном геле.

Получение и выделение природного лихени- 
цидина. Получение и очистку лихеницидина из 
природного продуцента B. licheniformis B-511 
и его дальнейшую очистку проводили по ранее 
описанной нами методике [12].

Культуру клеток B. licheniformis B-511 выращи- 
вали на чашке с LB-агаром при 37°С в течении 18 ч,  
затем клетки переносили в 50-миллилитровую про- 
бирку с 10 мл минимальной среды М9 (4.8 мM 
Na2HPO4, 2.2 мM KH2PO4, 0.85 мM NaCl, 1.87 мM  

NH4Cl) и проводили культивирование в течение  
18 ч на роторной качалке при 37°С и скорости 
вращения 220 об/мин. Препаративное культиви- 
рование проводили в двухлитровых колбах. В 
каждую колбу добавляли по 160 мл минимальной 
среды М9 и по 1–2 мл ночной культуры клеток. 
Проводили культивирование в течение 18 ч на  
роторной качалке при 37°С и скорости вращения 
220 об/мин. Состав ростовой среды М9 с добав- 
ками: (4.8 мM Na2HPO4, 2.2 мM KH2PO4, 0.85 мM  
NaCl, 1.87 мM NH4Cl), 20 мМ глюкоза, 2 мМ 
MgSO4, 0.1 мМ CaCl2, 0.001% тиамин, 10 мкМ 
FeCl3, 0.00004% среда «2-3-1» (2% триптон, 3% 
дрожжевой экстракт, 1% NaCl). 

По окончании культивирования клетки отде- 
ляли центрифугированием при 8000 g в течение 
30 мин. К 1 л супернатанта добавляли 400 мл 
н-бутанола и проводили однократную экстракцию 
в течение 16 ч. Водную фазу удаляли с помощью 
делительной воронки, а полученный экстракт 
упаривали досуха на роторном испарителе. Пере- 
растворяли образец в 50 мл буфера A2 (30 мМ 
ацетат аммония, рН 5.6, 30% ацетонитрил) и на- 
носили на колонку с носителем Диасорб-100-C8 
(2.5 × 10 см), уравновешенную буфером А2, при 
скорости потока 2 мл/мин. Элюцию проводили 
50 мл буфера B2 (30 мМ ацетат аммония, рН 5.6, 
80% ацетонитрил) при скорости потока 2 мл/мин.  
Полученный элюат упаривали на роторном ис- 
парителе досуха и перерастворяли в 3 мл 50% 
метанола. Финальную очистку компонентов при- 
родного лихеницидина проводили с помощью 
офВЭЖХ, как было описано выше для реком- 
бинантного пептида.

Анализ структуры полученных пептидов.  
МАЛДИ-масс-спектрометрия. Масс-спектромет- 
рический анализ полученных пептидов прово- 
дили на МАЛДИ-времяпролетном масс-спектро- 
метре Reflex III (Bruker Daltonics, Германия), 
оснащенном УФ-лазером с рабочей длиной волны 
337 нм. В качестве матрицы использовали 10 мг/мл  
2,5-дигидроксибензойной кислоты в 20% ацето- 
нитриле, содержащем 0.1% ТФУ.

ЯМР-спектроскопия. Сопоставление струк- 
туры рекомбинантного и природного β-компо- 
нентов лихеницидина проводилось в лабора- 
тории биомолекулярной ЯМР-спектроскопии  
ИБХ РАН. Спектры ЯМР измеряли на спектро- 
метрах AVANCE-III 600 и AVANCE-III 800, ос- 
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нащенных криогенно охлаждаемыми зондами 
(Bruker, Германия). Отнесение сигналов 1H было  
получено по стандартной методике с исполь- 
зованием 2D-спектров 1H,1H-TOCSY и 1H,1H-
NOESY.

Тестирование антимикробной активности. 
Первичный скрининг антимикробной активности 
компонентов лихеницидина и их эквимоляр- 
ной смеси осуществляли методом диффузии в  
твердую агаризованную среду, содержащую тес- 
товый штамм бактерий. Тест-культуру бактерий 
выращивали в 10 мл жидкой питательной среды  
при 37°C до достижения оптической плотности 
OD600 ~ 1.0. Аликвоту полученной культуры 
добавляли к 10 мл расплавленного и охлажден- 
ного до 40°С агара в той же питательной среде до 
расчётного значения OD600 0.001 (приблизительно 
2 × 105 КОЕ/мл). Приготовленные растворы зали- 
вали в чашки Петри. На поверхность застывшего 
агара наносили от 0.5 до 10 мкг тестируемых ве- 
ществ. В качестве положительного контроля ис- 
пользовали антибиотики ампициллин или тетра- 
циклин. Чашки инкубировали в термостате в 
течение 24 ч при 37°C.

Антимикробную активность пептидов также  
определяли методом двойных серийных разве- 
дений в жидкой питательной среде. Тестирование 
проводили в стерильных 96-луночных плоско- 
донных полистироловых планшетах (Eppendorf, 
Германия) в среде Мюллера-Хинтон (MH) (Sigma-
Aldrich, США). Тест-культуры выращивали в 
жидкой питательной среде LB или MH при 37°С 
до достижения оптической плотности OD600 ~ 1.0, 
после чего разбавляли двухкратной средой MH 
до конечной концентрацией клеток 106 КОЕ/мл.  
Двойные серийные разведения исследуемых раст- 
воров компонентов лихеницидина проводили в 
лунках планшета в объёме 50 мкл в 0.1% стериль- 
ном растворе бычьего сывороточного альбумина 
(БСА) для предотвращения нежелательной сорб- 
ции пептидов. После этого в лунки вносили по  
50 мкл приготовленных растворов бактериаль- 
ных тест-культур и инкубировали планшет в тече- 
ние 24 ч при температуре 37°С и перемешивании 
со скоростью 950 об/мин. Значения минимальных 
ингибирующих концентраций (МИК) определяли 
как минимальную концентрацию пептида, при  
которой не наблюдалось видимого роста бакте- 
риальной культуры. Бактериальный рост оцени- 

вали визуально. При необходимости дополни- 
тельно добавляли в лунки по 20 мкг/мл хромоген- 
ного субстрата резазурина (Sigma-Aldrich, США) 
и инкубировали планшет в течение 2 ч при 37°С 
и перемешивании со скоростью 950 об/мин. 
Эксперименты по определению МИК проводили 
в трехкратной повторности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработка способов биотехнологического по- 
лучения лантибиотиков является необходимым 
условием для проведения всесторонних иссле- 
дований этих антимикробных соединений как  
перспективных прототипов новых лекарствен- 
ных средств. Создание гетерологичных суперпро- 
дуцентов на основе микроорганизмов, в кото- 
рых гены лантибиотиков экспрессируются в конт- 
ролируемых условиях, облегчает исследование 
механизмов их биосинтеза и секреции, а также  
изучение субстратной специфичности модифи- 
цирующих ферментов. В дальнейшем это позволит 
расширить область применения данных природ- 
ных биосинтетических систем. Разработанный 
нами биотехнологический способ получения ре- 
комбинантных компонентов лантибиотика лихен- 
ицидина одновременно демонстрирует возмож- 
ности, которые открывает данный подход, и труд- 
ности на пути его реализации, которые могут быть  
связаны с особенностями конкретных ферментов 
или их субстратов. Достигнутые выходы рекомби- 
нантного пептида Lchβ позволяют предполо- 
жить, что модифицирующий фермент LchM2 
может быть использован для модификации аль- 
тернативных субстратов и для получения других 
лантипептидов класса II в бактериальных сис- 
темах экспрессии.
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Lantibiotics are a family of bacterial antimicrobial peptides synthesized by ribosomes that undergo post-
translational modification to form lanthionine (Lan) and methyllanthionine (MeLan) residues. Lantibiotics 
are considered promising agents for combating antibiotic-resistant bacterial infections. This paper presents 
a biotechnological method for obtaining two components of the lantibiotic lichenicidin from Bacillus  
licheniformis B-511 – Lchα and Lchβ. A system has been developed that allows co-expression of the lchA1 
or lchA2 genes, encoding the precursors of the α- or β-components, respectively, with the lchM1 or lchM2 
genes of the modifying enzymes LchM1 and LchM2 in Escherichia coli cells. The developed system of 
heterologous expression and purification made it possible to obtain, with high yield, post-translationally 
modified recombinant Lchβ, completely identical to the natural peptide in structure and biological activity.
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