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СТРУКТУРА И СВОЙСТВА ЛИТИЧЕСКОГО ФЕРМЕНТА gp181  
БАКТЕРИОФАГА phiKZ

В данной работе исследован белок gp181 бактериофага phiKZ Pseudomo-
nas aeruginosa, который является пептидогликановой гидролазой (структурным 
лизином). Изучение белка проводилось с помощью направленного делецион-
ного мутагенеза. Экспериментально подтверждено предположение о том, что 
С-концевая часть белка gp181 может участвовать в процессе инфицирования 
бактериофагом phiKZ клетки как сенсорная молекулярная игла для протыка-
ния клеточной стенки бактерии. 

СТРУКТУРНЫЙ ЛИЗИН, БАКТЕРИОФАГ, PSEUDOMONAS AERUGINOSA, ЛИТИЧЕ-
СКИЙ ФЕРМЕНТ gp181, ДЕЛЕЦИОННЫЙ МУТАГЕНЕЗ.

Введение

Бактериофаг phiKZ семейства Myovi-
ridae – это вирус, который инфициру-
ет бактерию Pseudomonas aeruginosa (далее 
P.aeruginosa), известную своими патогенны-
ми свойствами для человека. Геном такого 
вируса имеет размер 280334 пар оснований 
в виде линейной, (А+Т)-богатой двухните-
вой молекулы ДНК [1, 2].

Структура вириона phiKZ была опреде-
лена с помощью криоэлектронной микро-
скопии [3]. Он имеет большой икосаэдри-
ческий капсид диаметром около 1450 Å, 
содержащий двухнитевую ДНК, и сократи-
мый хвост длиной приблизительно 2000 Å, 
заканчивающийся базальной пластинкой 
[2, 4]. 

Бактерия P.aeruginosa – один из основ-
ных патогенов в ICU-пневмонии, в пер-
вичной бактериемии при СПИДе и кистоз-
ном фиброзе. Она устойчива почти ко всем 
общеизвестным антибиотикам [5]. 

Бактериофаг phiKZ эффективно ин-
фицирует различные штаммы бактерии 

P.aeruginosa. Поэтому он может быть по-
лезен для разработки фаговой терапии – 
способов борьбы с бактериальными ин-
фекциями, которые не лечатся с помощью 
антибиотиков. Но в указанной терапии 
имеется несколько ограничений: трудность 
доставки фага к инфицированной области 
организма, иммуногенность фаговых ча-
стиц, потенциально патогенные участки 
ДНК в составе фагов. Так, в бактериофаге 
phiKZ обнаружены белки, которые имеют 
значительное сходство с белками опасных 
вирусов.

Другим новым методом борьбы с бак-
териальными инфекциями, в том числе с 
P.aeruginosa, является использование эн-
зибиотиков – литических ферментов бак-
териофагов, что было показано в работах  
[6 – 10]. 

 Геном phiKZ кодирует два литических 
фермента: литическую трансгликозилазу 
(gp144) и пептидогликановую гидролазу 
(структурный лизин gp181), разрушающих  
пептидогликановый слой бактериальной 
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клетки P.aeruginosa  в процессе ее инфици-
рования фагом. 

Таким образом, исследование литиче-
ского фермента gp181 фага phiKZ является 
актуальной задачей молекулярной биоло-
гии и медицины. 

Цель данной работы – выяснение роли 
белка gp181 в процессе инфицирования 
клетки с помощью направленного делеци-
онного мутагенеза.

Материалы и методы исследования

Перед началом исследований предпо-
лагалось, что белок gp181 по структуре и 
функциям может иметь сходство с белком 
gp5 – литическим ферментом бактериофага 
Т4. Белок gp5 имеет лизоцимный домен и 
следующий за ним С-концевой домен, ко-
торый формирует иглу, протыкающую мем-
брану [11]. Предполагалось, что С-концевая 
часть белка gp181 также участвует в процес-
се инфицирования бактериофагом phiKZ 
клетки как сенсорная молекулярная игла 
для протыкания клеточной стенки бакте-
рии. 

Штаммы бактериальных культур. Для 
экспрессии гена 181 бактериофага phiKZ, 
клонированного в плазмидный вектор  
pQE-30 E.coli (QIAgen, США) с промото-
ра фага Т5, нами был использован штамм 
E.coli AD494(DE3) (Novagen, США). Для 
наработки плазмидных конструкций со 
вставкой гена 181 был использован штамм 
E.coli Top10 (Invitrogen, США).

Среды для выращивания бактерий. Ис-
пользовалась жидкая питательная среда 
2хTY: 16 г триптона (ДИА-М, Россия), 10 г  
дрожжевого экстракта (DIFCO, США) и  
5 г NaCl (Реахим, Россия) на 1 л воды. В 
качестве твердой питательной среды ис-
пользовали 2хTY среду, содержащую 1,5 % 
агара (DIFCO, США). Все среды стерили-
зовали автоклавированием.

Векторы для клонирования. Плазмиды. 
Для клонирования и экспрессии гена 181 
использовался вектор pQE-30 (QIAgen, 
США). Данный вектор имеет «гистидино-
вый хвост» (His-tag), состоящий из шести 
остатков гистидина (His). Белок, экспресси-
рованный в таком векторе, будет содержать 
на своем N-конце шесть дополнительных 

остатков гистидина, а это облегчает про-
цесс очистки белка с помощью аффинной 
никель-хелатной хроматографии. 

В процессе исследований нами полу-
чены следующие плазмиды с фрагмента-
ми ДНК (векторы pQE-30 со вставками по 
сайтам BamHI-HindIII, содержащими соот-
ветствующие гены):  

pl_g181M, с геном g181M;
pl_g181MA, с геном g181MA;
pl_g181E, с геном g181E.
Ферменты. В работе использовались ре-

стриктирующие эндонуклеазы NcoI,  BamHI, 
HindIII, XhoI, BglII и ДНК лигаза фага Т4 
(фирма Fermentas, Литва), ДНК полимера-
за Thermophilus aquaticus (Taq-полимераза) 
(фирма New England Biolabs, США).

Реакции рестрикции и лигирования 
проводили согласно рекомендациям фирм-
изготовителей с использованием прилагае-
мых буферов.

Олигонуклеотиды. Для проведения по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) были 
использованы следующие  праймеры:

прямой (g181M-FOR): 5'-aga gga tcc gct 
caa gct aca-3';

прямой (g181E-FOR): 5'-tat gga tcc atg 
gag aat aag-3';

обратный (g181-REV): 5'-tat aag ctt acc 
aag tga ttg act att-3'.

Реактивы. Использовали агарозу, акри-
ламид, ТЕМЕД, PMSF, ампициллин, фе-
нол, хлороформ, IPTG, бромистый эти-
дий (фирма Sigma, США), бакто-триптон, 
дрожжевой экстракт (фирма Difco, США), 
SDS (Serva, Германия), Coomassie R (Sigma, 
США), уксусную кислоту (Реахим, Россия), 
Tris-НСl (Sigma, США),  EDTA (Serva, Гер-
мания), лизоцим (Serva, Германия).  Рас-
творы приготавливались с использовани-
ем  воды Milli-Q, полученной на установке 
Millipore (США).

Экспрессия клонированных генов в E.coli. 
Экспрессию генов, клонированных в плаз-
мидный вектор pQE-30 и находящихся под 
контролем промотора фага Т5, осуществля-
ли по методу Стадиера [12]. Сконструиро-
ванными плазмидами pl_g181E, pl_g181M 
и pl_g181MA трансформировали компе-
тентные клетки AD494(DE3), имеющие ге-
номную устойчивость к канамицину. Затем 
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клетки, трансформированные плазмидами 
соответственно pl_g181M, pl_g181MA и  
pl_g181E, высевали на чашки Петри с ага-
ром, содержащим ампициллин (100 мкг/мл) 
и канамицин (50 мкг/мл).  Чашки с содер-
жимым инкубировали при 37 °C в течение 
12 – 18 ч. Затем колонии трансформантов, 
несущих плазмиды pl_g181M, pl_g181MA и 
pl_g181E,  инокулировали в 150 мл среды 
2xTY, содержащей ампициллин (100 мкг/мл)  
и канамицин (50 мкг/мл). Наращивали при 
37 °C до плотности А600, примерно равной 
0,6 о.е. Для индукции экспрессии добавля-
ли IPTG до конечной концентрации 1 мМ 
и продолжали инкубацию в течение ночи 
при 18 °C . Клетки осаждали центрифугиро-
ванием при частоте вращения 3000 об/мин 
в течение 10 мин. Для препаративной на-
работки полноразмерных рекомбинантных 
gp181MA и gp181E объем среды культиви-
рования увеличивали до 500 мл. 

Выделение белков и их анализ на раство-
римость. После центрифугирования клетки 
ресуспендировали в 20 мл буфера (25 мМ 
Tris-НСl (рН 8,0), 200 мМ NaCl, 10 % са-
харозы, 0,2 % Tween 20), добавляли 1 мМ 
PMSF. Детергент Tween 20 и сахарозу ис-
пользовали для улучшения солюбилизации. 
Клеточную суспензию обрабатывали в те-
чение 2 – 3 мин  на ультразвуковом де-
зинтеграторе UD-20 (Techpan, Польша) за 
несколько циклов: разрушение – в течение 
15 с, затем перерыв – в 15 – 20 с. Остатки 
клеточных стенок удаляли центрифугиро-
ванием при 15000 g в течение 15 мин (J2-21, 
Beckman, Германия). Супернатант и осадок 
анализировали в 12 %-ном SDS-ПААГ.

Очистка белков. После выделения рас-
творимые белки gp181MA и gp181E очища-
ли с помощью аффинной хроматографии 
на колонке (High-Trap chelating Ni, 5 мл, 
фирмы Pharmacia Biotech, Швеция)  при 
скорости v = 2 мл/мин в ступенчатом гради-
енте имидазола (0-50 мМ-200 мМ) в буфере  
20 мМ Tris-HCl (pH 8,0), 200 мМ NaCl.

Белок gp181M при экспрессии в систе-
ме E.coli AD494(DE3) давал нерастворимые 
тельца включения. Поэтому данный белок, 
содержащийся в промытом осадке телец 
включения, ресуспендировали в 10 мл 8 М 
мочевины (pH 8,1). После удаления нерас-

творившихся частиц центрифугировани-
ем солюбилизированный белок очищали 
на колонке с носителем  Ni-NTA agarose  
(QIAgen, США), элюируя его натрий-
фосфатным буфером в ступенчатом гради-
енте pH (pH = 8,1 – 6,3 – 5,0): 100 мМ 
фосфата натрия, 10 мМ Tris HCl, 8 M моче-
вины. Искомый белок gp181M элюировали 
мочевиной при pH 5,0.

Затем все белки диализовали в буфе-
ре, содержащем 20 мМ Tris HCl (pH 7,5),  
200 мМ NaCl, 0,5% Tween 80, 0,1 % сахаро-
зы. Диализ проводили в течение ночи. Про-
дукты диализа анализировали в 12 %-ном 
SDS-ПААГ. 

Условия взаимодействия белков с различ-
ными штаммами.  В исследовании взаимо-
действия белков с различными штаммами 
бактерии P. aeruginosa использовалось три 
штамма: PAO, 1 и 37. К 200 мкл суспен-
зии клеток добавляли 10 мкл белка gp181E, 
центрифугировали в течение 6 мин при 
частоте вращения 11 000 об/мин. Супер-
натант и осадок анализировали в 12 %-м 
SDS-ПААГ.

Спектроскопия кругового дихроизма. 
Очень важную роль в определении вторич-
ной структуры белков играет метод круго-
вого дихроизма (КД). Он не требует знания 
общей пространственной структуры белка. 
Наоборот, структурное исследование белка 
обычно начинается с получения спектров 
КД. Метод КД основан на различии в по-
глощении право- и лево-поляризованного 
света в спиралях различной закрученности. 
Из-за этого различия в поглощении пло-
скополяризованный свет превращается в 
эллиптически-поляризованный [13]. Для 
белков gp181E и gp181MA на спектропо-
ляриметре Jasco J-500 (Япония) были за-
регистрированы спектры эллиптичности в 
ультрафиолетовой области 190 – 250 нм. 
Белки gp181E и gp181MA имели концен-
трацию 1,38 и 0,98 мг/мл соответственно.

Определение олигомерности гель-
фильтрацией. Препарат очищенного белка 
gp181E наносили на колонку Superose12 
HR10/30 (Pharmacia Biotech, Швеция), 
уравновешенную буфером, содержащим 
Tris-HCl (pH 8,0), и элюировали со скоро-
стью 0,5 мл/мин. Предварительно колонку 
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калибровали стандартами белков. По гра-
фику зависимости логарифма молекуляр-
ной массы белка от объема элюции опре-
деляли наблюдаемую молекулярную массу 
белка gp181E. 

Результаты исследования и их обсуждение

Расчет спектра Фурье для белка gp181 
бактериофага phiKZ. Как было установ-
лено в работе [14], в спектре Фурье для 
С-концевой части литического фермента 
gp5С (структурного лизоцима бактериофа-
га Т4) имеют место повторы с периодом  
Т = 8 а.о. (аминокислотных остатков), об-
разующие уникальный паттерн. При иссле-
довании данного белка с  помощью рентге-
ноструктурного анализа эта периодичность 
тоже была выявлена. Кроме того, в структу-
ре gp5 был обнаружен уникальный мотив –  
тримерная β-спираль [11]. Результаты, по-
лученные при исследовании gp5, явились 
новыми и интересными для фундаменталь-
ной и прикладной наук.

Поэтому нам представлялось целе-
сообразным изучить литический фермент 
gp181 (структурный лизоцим бактериофага 
phiKZ) с целью обнаружить в нем анало-
гичную периодичность, а также проанали-
зировать его структуру для выяснения ме-
ханизма его действия при инфицировании 
клетки бактериофагом phiKZ. В исследова-
нии применялись как теоретические  (пре-
образование Фурье [14]), так и эксперимен-
тальные методы, описанные выше.

На рис. 1 приведен Фурье-спектр для 
группы гидрофобных аминокислот белка 
gp181, полученный для С-концевой части 
полипептидной цепи длиной L = 1570. 

Самым интенсивным в этом спектре 
оказался пик с периодом T = 7,7 ± 0,4 а.о. ≅ 
8 а.о. Этот результат практически совпадает 
с периодом Т = 8 а.о., полученным для gp5. 
Но при выравнивании аминокислотной по-
следовательности по выявленному периоду 
Т = 8 а.о. не было найдено набора ами-
нокислот, аналогичного обнаруженному в 
С-концевой части gp5 бактериофага Т4. 

Экспериментальные результаты по на-
правленному делеционному мутагенезу. Ис-
следование белка gp181 проводилось с 
помощью направленного делеционного 

мутагенеза. Ген 181 имеет размер 6726 п.н. 
(пар нуклеотидов), а белок gp181, кодируе-
мый этим геном, – соответственно, 2242 
а.о.; вычисленная же молекулярная масса 
белка составляет 246,6 кДа.

Прежде чем приступить к исследова-
нию gp181 с помощью делеционного му-
тагенеза, мы проанализировали его амино-
кислотную последовательность с помощью 
программы BLAST [15] с целью выявить 
консервативные домены в структуре этого 
белка. Используя эту программу, нам уда-
лось предсказать, что в С-концевой части  
(672 – 2242 а.о.) белка gp181 находится до-
мен пептидогликановой гидролазы или ли-
зоцимный домен. 

С учетом этих данных, а также данных об 
одинаковой периодичности в С-концевых 
частях gp181 и gp5 (т. е. с учетом имею-
щейся аналогии этих белков), были полу-
чены три делеционных мутанта гена 181, а 
именно: ген g181MA (582 п.н.), кодирую-
щий лизоцимный домен; ген g181E (603 
п.н.), кодирующий С-концевую часть белка 
gp181, расположенную после лизоцимного 
домена, а также ген g181M, который пред-
ставляет собой объединение генов g181MA 
и g181E (рис. 2).

Нами были созданы три плазмидные 
конструкции с использованием вектора 

Рис. 1. Спектр Фурье для группы  
гидрофобных аминокислот в белковой  

последовательности gp181C;  
самый интенсивный пик отмечается при значении  
T = 7,7 ± 0,4 а.о.; I1 , I3  – уровни интенсивности, 

вероятность случайного превышения которых  
составляет 16,00 и 0,13 %, соответственно
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pQE-30 E.coli, содержащие гены g181M, 
g181MA и g181E бактериофага phiKZ, – 
это, соответственно,  pl_g181M, pl_g181MA 
и pl_g181E. 

Гены были амплифицированы с помо-
щью ПЦР, в качестве матрицы использова-
лась ДНК фага phiKZ. ПЦР-продукты были 
клонированы в вектор pQE-30 по сайтам 
BamHI и HindIII. 

Вектор и вставка были линеаризованы 
с помощью рестрикции по сайтам  BamHI 
и HindIII, соответственно. Затем была про-
ведена реакция лигирования.

После лигирования полученными плаз-
мидными конструкциями трансформиро-
вали компетентные клетки Top10 и отби-
рали клоны, содержащие вставку. Клонами 
со вставкой g181M, g181MA и g181E был 
трансформирован экспрессионный штамм 
AD494(DE3) E.сoli, содержащий  ген  РНК-
полимеразы Т5.

Затем был проведен анализ рекомби-
нантных белков на растворимость, кото-
рый показал, что при температуре 37 °C 
белок gp181M экспрессируется полностью 
в нерастворимой форме, белок  gp181E ча-
стично находится в супернатанте, а белок 
gp181MA полностью растворим. При про-
ведении экспрессии при пониженной тем-
пературе (18 °C) белок gp181M по-прежнему 
экспрессировался в нерастворимой форме, 
однако доля белка gp181E, экспрессировав-

шегося в растворимой форме, существенно 
повысилась.

На рис. 3 представлены картины элек-
трофореза белков из экстракта клеток в  
12 %-м SDS-ПААГ. Видно, что gp181M на-
ходится во фракции осадка, а gp181E – во 
фракции супернатанта.

Известно, что белки, которые экспрес-
сируются в виде телец включения, мож-
но перевести в растворимую форму с по-
мощью рефолдинга. Поэтому последний 
был проведен для белка gp181M, предва-
рительно очищенного в денатурирующих 
условиях с целью получения этого белка в 
растворимой форме. Белок gp181M диализо-
вали в буфере, содержащем 20 мМ Tris HCl  
(pH 7,5), 200 мМ NaCl, 0,5 % Tween 80,  
0,1 % сахарозы. После диализа, проведен-
ного против использованного буфера в те-
чение ночи, продукт рефолдинга gp181M 
оказался нерастворимым.

Белки gp181MA и gp181E диализовали 
для того, чтобы избавиться от избытка ими-
дазола в буфере. Поскольку диализ белков 
gp181MA и gp181E прошел успешно, было 
проведено их концентрирование с помо-
щью концентратора Centricon10 (фирма 
Amicon, США). Для этого белковые раство-
ры были четыре раза центрифугированы на 

Рис. 2. Полученные делеционные мутанты  
гена g181. Стрелки указывают направление 

транскрипции

Рис. 3. Картина электрофореза  
при экспрессии белков:  

1 – gp181M, 2 – gp181E. Номерам дорожек  
(обозначены римскими цифрами) соответствуют:   

I – осадок белка 1, II – белковый маркер,  
III – супернатант белка 2 
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частоте 3000 об/мин (каждый раз в течение 
15 мин). При этом белки сконцентрирова-
лись в 2,5 раза.

На рис. 4 представлена картина элек-
трофореза белков в 12%-м  SDS-ПААГ до 
и после концентрации. Белки gp181E и 

gp181MA имели расчетный молекулярный 
вес 21,3 и 21,4 кДа, соответственно. Но из 
рисунка видно, что их подвижность в SDS-
ПААГ соответствует молекулярному весу 
около 30 кДа. Это можно объяснить устой-
чивостью этих белков к SDS и тем, что они 
не являются мономерами.

После концентрирования также был про-
веден анализ взаимодействия белков с раз-
личными штаммами бактерии P.aeruginosa. 
Белок gp181MA, являясь цитолитическим 
ферментом, а именно пептидогликановой 
гидролазой, лизирует клетки. Белок gp181E 
взаимодействует со всеми тремя штаммами 
бактерии, но не лизирует их. На рис. 5 пред-
ставлена картина электрофореза в 12 %-м  
SDS-ПААГ. Белок gp181E находится во 
фракции осадка при взаимодействии со 
штаммом РАО P.aeruginosa. В качестве кон-
троля использовали бактерию E.сoli; при ее 
добавлении к gp181E  взаимодействия не на-
блюдается: на рис. 5 белок gp181E находится   
полностью во фракции супернатанта. 

Как отмечалось выше, во введении, пе-
ред началом экспериментальных исследо-
ваний белка gp181 предполагалось, что его 
С-концевая часть (gp181E) может играть 

Рис. 5. Картина электрофореза при взаимодействии белка gp181E со штаммом PAO бактерии 
P.aeruginosa: VII,  VIII – супернатант (gp181E) и его осадок; V, VI – супернатант РАО и его  

осадок; I, II  – супернатант (gp181Е + РАО) и его осадок; III, IV – супернатант (gp181E + E.coli)  
и его осадок; IX – белковый маркер.  

Справа дана шкала молекулярных весов M. Черными овалами отмечены данные о взаимодействии белка 
gp181E со штаммом PAO и бактерией E.coli

Рис. 4. Картина электрофореза  
при концентрировании двух белков: I, II – для 
белка gp181MA до (I) и после (II) концентри-

рования; III, IV – то же для белка gp181E;  
V – белковый маркер: значения 30 кДа (1)  

и 43 кДа (2).  
Белыми овалами разделены две разные области,  

соответствующие белку gp181E до и после  
концентрирования
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роль сенсорной «молекулярной иглы». Это 
предположение согласуется с наблюдав-
шимся взаимодействием gp181E с клетками 
P.aeruginosa.

Однако вторичная структура 
С-концевого домена не является родствен-
ной β‑спирали белка gp5 бактериофага Т4, 
а представляет собой, вероятно, свернутую 
α-спираль (coiled coil), что было установ-
лено при анализе приведенных здесь КД-
спектров. Указанное отличие вторичных 
структур этих белков может определять 
различие механизмов их взаимодействия с 
клетками. Можно предположить, что gp181 
представляет собой не функциональный 
гомолог gp5 бактериофага Т4, а довольно 
распространенный альтернативный случай, 
когда структурный литический фермент 
является продолжением «белка-рулетки», 
который определяет длину хвоста вируса. 
Однако механизм взаимодействия gp181 с 
клетками до конца еще не исследован.

Необходимо отметить, что недавно в ра-
ботах [16, 17] был приведен вывод о роли 
С-концевого домена gp181 как сенсорной 
«молекулярной иглы», аналогичный тому, 
что был сделан ранее на основании опи-
санных здесь исследований. В статьях [16, 
17] приводятся данные о том, что ука-
занный вывод о роли gp181 подтвержден 
в других исследованиях методами масс-
спектрометрии [18] и криоэлектронной 
микроскопии [19]. 

Для белков gp181E и gp181MA были 
получены спектры кругового дихроизма. 
Они представлены на рис. 6. Для оценки 
вкладов вторичных структур (α-спиралей, 
β-структур и неупорядоченных структур) 
нами было использовано программное обе-
спечение CDPro (Colorado State University, 
Fort Collins, CO), алгоритм CONTINLL с 
набором базисных белков IBasis7 [SDP48] 
(λ = 240 – 190 нм). Результаты приведены 
в табл. 1 и 2. 

Рис. 6. Спектры  кругового дихроизма белков gp181E (а) и gp181MA (б)  
(представленные спектры – это зависимости эллиптичности света от его длины волны)

Таблица  1

Контрольные наборы белков SDP48 при расчетах по программе CONTINLL

Белок
Доля элемента структуры в белке;  СКО

H(r) H(d) S(r) S(d) Turn Unrd СКО Норма СКО
gp181E 0,375 0,340 0,002 0,000 0,077 0,207 0,414 0,041
gp181M 0,390 0,289 0,000 0,001 0,098 0,222 0,186 0,030

Обозначения : H(r), H(d) – регулярные и нерегулярные α-спирали; S(r), S(d) – регулярные и не-
регулярные β-структуры; Turn – изгибы, Unrd –  неупорядоченные структуры; СКО – среднеква-
дратичное отклонение.  

а) б)
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Обработка спектров показала, что вто-
ричная структура исследованных белков со-
стоит в основном из α-спиралей (gp181E –  
на 71,5 %, gp181MA – на 68 %) длиной 
около 8 а.о. Это обстоятельство указыва-
ет на их существенное сходство с многи-
ми внутриклеточными белками, например 
тропомиозином, миозином, кератином, 
фибриногеном, трансмембранным белком 
оболочечных вирусов и с некоторыми гло-
булярными белками. 

Наше предположение о том, что вторич-
ная структура С-концевого домена белка 
gp181 может представлять собой свернутую 
α-спираль (coiled coil), сделанное нами по-
сле анализа КД-спектров, также высказы-
валось в работах [17, 20]. Однако процент-
ное содержание α-спиралей в этих работах 
не было указано.

Заключение

Таким образом, в результате комплекс-
ного исследования продукта гена 181 бак-
териофага phiKZ и его делеционных мутан-
тов получены следующие результаты.

Установлено наличие периодичности в 
белке gp181 бактериофага phiKZ с тем же 
периодом Т = 8 а.о., который был обнару-
жен авторами работы [14] в белке gp5 бак-
териофага Т4.

Cозданы плазмидные векторы для экс-
прессии трех делеционных мутантов гена 
181 в клетках кишечной палочки E. coli. 

Выделены и очищены три полученных 
рекомбинантных белка.

Экспериментально установлены свой-
ства растворимости белков: белок gp181M 
экспрессируется в нерастворимой форме –  

в виде телец включения (перевести его в 
растворимую форму не удалось), а белок 
gp181MA полностью растворим. Белок 
gp181E экспрессируется при пониженной 
температуре и становится растворимым 
в присутствии детергента и сахара;  со-
любилизация в присутствии детергента и 
сахара косвенно свидетельствует об аф-
финности этого белка к полисахаридным 
(LPS) рецепторам клеточной стенки бак-
терии.

Экспериментально установлены другие 
физические свойства белков, например, бе-
лок gp181E является гидрофобным и взаи-
модействует с различными штаммами кле-
ток Pseudomonas aeruginosa, но не лизирует 
их, в отличие от gp181MA. 

Получена информация о степени по-
лимеризации белка gp181E: он не являет-
ся мономером, а представляет собой димер 
или тример (это  установлено с помощью 
гель-фильтрации).

Установлено, что вторичная структура 
белков gp181E и gp181MA состоит в основ-
ном из α-спиралей (результат анализа КД-
спектров), что указывает на их существен-
ное сходство с многими внутриклеточными 
белками, например тропомиозином, мио-
зином, кератиноом, фибриногеном, транс-
мембранным белком оболочечных вирусов 
и с некоторыми глобулярными белками. 

Получено дополнительное экспери-
ментальное подтверждение выдвинутой 
нами гипотезы относительно того, что 
С-концевой домен белка gp181 может 
играть роль сенсорной «молекулярной 
иглы» в процессе инфицирования клетки 
бактериофагом phiKZ. Предположение вы-

Таблица  2

Результаты расчетов структуры белков gp181E и gp181M, полученные из КД-спектров

Величина
Значение

gp181E gp181M
Количество сегментов спиралей (на 100 остатков) 8,493 7,223
Количество тяжей (на 100 остатков) 0,000 0,047
Средняя длина спиралей, а.о. 8,419 9,402
Средняя длина тяжей, а.о. 0,000 2,000
Доля α-спиралей, % 71,5 68,0
Средняя длина α-спирали, а.о. Около 8
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двинуто с учетом установленной периодич-
ности аминокислотной последовательности 
этого домена (Т = 8 а.о.).  

Итак, предположение о том, что 
С-концевая часть белка gp181 может уча-

ствовать в процессе инфицирования бак-
териофагом phiKZ клетки как сенсорная 
молекулярная игла для протыкания клеточ-
ной стенки бактерии, нашло эксперимен-
тальное подтверждение в описанном здесь 
исследовании.
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molecular needle-like cell-puncturing device of phiKZ was experimentally confirmed.

STRUCTURAL LYSIN, BACTERIOPHAGE, PSEUDOMONAS AERUGINOSA, gp181 LYTIC ENZYME, DELETION 
MUTAGENESIS.
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