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 В развитии бобово-ризобиального симбиоза основную роль играют Nod-факторы, выделяемые бактериями порядка Rhizo-

biales. Nod-факторы действуют в низких концентрациях, а их биологическая активность зависит от структуры, что предполагает 

наличие у растений специфичных рецепторов. Для гороха вероятными кандидатами на роль рецепторов являются LysM-содер-

жащие рецепторные киназы — Sym10, Sym37 и K1, необходимость которых для развития симбиоза была показана при анализе 

мутантов. Однако способность связываться с Nod-фактором не была изучена, что определяется сложностью их получения в не-

обходимом количестве для анализа. В этой работе исследована возможность синтеза рецепторных белков гороха в бактериях 

и использования метода поверхностного плазмонного резонанса для анализа связывания с лигандом.

 Ключевые слова: бобово-ризобиальный симбиоз; Nod-факторы; рецептор-подобные киназы; поверхностный плазмонный ре-

зонанс.
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 Background. Rhizobial Nod factors (NFs), the key regulators of legume-rhizobia symbiosis, act in low concentrations and their bio-

logical activity depends on structural features, that suggests the presence of specific receptors in plants. Putative receptors, LysM-re-

ceptor-like kinases (LysM-RLKs), were found in model legumes L. japonicus and M. truncatula. However, binding capacity with 

NFs was only studied for L. japonicus LysM-RLKs. In pea a few candidates for NF receptors like Sym10, Sym37 and K1 were found. 

Analysis of mutants revealed the importance of these proteins for symbiosis development. However, the biochemical function of these 

receptors has not been studied. Materials and methods. Sequences encoding extracellular domains (ECDs) of LysM-RLKs Sym10, 

Sym37, and K1 were cloned in the pRSETa vector. Constructs were introduced in E. coli strain C41 to produce proteins with His6 

residues on either the amino or carboxyl terminus. Protein purification was carried out using metal chelate affinity chromatography. 

The binding capacity with ligand was evaluated using ProteonXPR36 biosensor. Results. To study binding capacity with NFs, we have 

developed approaches for the synthesis of LysM-RLK Sym10, Sym37 and K1 in soluble form in heterologous system. The high level of 

protein synthesis was achieved at +28 °C using 0,5 mM IPTG in 2-16 hours. Analysis of binding capacity of ECDs with NFs revealed 

the low affinity using the surface plasmon resonance. Conclusion. The possibility of recombinant receptor synthesis in soluble state 

in E. coli at high level was demonstrated. Analysis of binding capacity with NFs showed the potential interaction, but with low affinity.

 Keywords: legume-rhizobial symbiosis; Nod factors; receptor-like kinases; surface plasmon resonance.

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
ЭВОЛЮЦИИ ЭКОСИСТЕМ

ВВЕДЕНИЕ

Сигнальный диалог между бактериями порядка 

Rhizobiales (называемыми ризобиями) и бобовыми ра-

стениями является индуктором каскада событий, которые 

приводят к развитию на корнях растений азотфиксирую-

щих клубеньков. Ключевыми регуляторами этого процес-

са выступают выделяемые ризобиями факторы клубень-

кообразования (Nod-факторы), представляющие собой 

олигомеры N-ацетилглюкозамина, модифицированные 

жирной кислотой и определенными химическими группа-

ми. Специфичность ответов бобовых растений на выде-

ляемые ризобиями Nod-факторы указывает на наличие 

у них рецепторов к этим сигнальным молекулам.
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Поиск возможных кандидатов на роль рецепторов 

к Nod-факторам у модельных бобовых растений был 

связан с выявлением и изучением мутантов, невоспри-

имчивых к инокуляции и влиянию Nod-факторов. Осо-

бый интерес представляли мутанты, у которых дефект-

ными являлись гены, кодирующие рецептор-подобных 

киназы с LysM-мотивами во внеклеточных доменах 

(LysM-РПК). У лядвенца японского Lotus japonicus 

было обнаружено две LysM-РПК —  NFR1 и NFR5, ко-

торые стали кандидатами на роль рецепторов к Nod-фак-

торам [1, 2]. Действительно, несколько позже для этих 

белков была показана способность связывать Nod-фак-

торы с высокой аффинностью с помощью метода поверх-

ностного плазмонного резонанса [3].

У другого бобового растения, люцерны слабоусечен-

ной (Medicago truncatula), формирующей другой тип 

клубеньков (клубеньки недетерминированного типа), 

анализ мутантов по генам nfp и lyk3 показал необходи-

мость рецепторных киназ NFP и LYK3 для развития сим-

биоза. С помощью методов молекулярного моделиро-

вания была предсказана возможность связывания NFP 

с Nod-факторами S. meliloti [4, 5], однако непосредст-

венного связывания Nod-факторов с NFP и LYK3 пока-

зано не было.

Вместе с тем недавно у M. truncatula была най-

дена новая рецептор-подобная киназа LYR3, кото-

рая связывала Nod-факторы с высокой аффинностью 

(Kd = 25 нM), хотя этот рецептор и не проявлял спе-

цифичности в узнавании структуры жирной кислоты 

Nod-факторов [6, 7]. В связи с этим LYR3 может узна-

вать не только Nod-факторы, но и Мyc-факторы, выде-

ляемые симбиотическими партнерами растений —  гри-

бами арбускулярной микоризы (АМ). Таким образом, 

остается неясным, принимает ли LYR3 непосредствен-

ное участие в контроле развития бобово-ризобиального 

симбиоза, или он необходим для формирования микори-

зы с грибами АМ [6, 7].

У гороха P. sativum L. анализ мутантов позволил 

выявить три наиболее вероятных кандидата на роль 

рецепторов к Nod-факторам: LysM-РПК, кодируемые 

генами Sym10, Sym37 и K1 [1, 8]. Наличие LysM-мо-

тивов в LysM-РПК Sym10, Sym37 и K1 позволяет от-

нести их к классу рецепторов, потенциально способных 

связывать Nod-факторы, поскольку эти мотивы при-

сутствуют в белках, узнающих соединения, состоящие 

из остатков N-ацетилглюкозамина [9]. Однако, несмотря 

на потенциальную возможность связывания LysM-РПК 

с Nod-факторами, физическое взаимодействие между 

этими молекулами и LysM-РПК Sym10, Sym37 и K1, ко-

торое должно подтвердить биохимическую функцию ре-

цепторов, в настоящее время показано не было. В связи 

с этим мы исследовали функциональную характеристику 

белков —  кандидатов на роль рецепторов к Nod-фак-

торам у гороха. Для изучения связывающей способно-

сти с Nod-факторами были разработаны подходы для 

синтеза LysM-РПК Sym10, Sym37 и K1 в растворимом 

состоянии в гетерологичной системе (бактериях E. coli) 

и изучена возможность использования метода поверх-

ностного плазмонного резонанса для анализа взаимодей-

ствия этих белков с лигандом —  Nod-фактором.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы микроорганизмов. Для инокуляции 

растений гороха использовали штамм Rhizobium 

leguminosarum bv. viciae CIAM1026 из коллекции ФГБ-

НУ ВНИИСХМ (WDCM 966); для молекулярно-биоло-

гических исследований —  штаммы E. coli DH5α и C41; 

для синтеза Nod-факторов —  модифицированный 

штамм-продуцент Rhizobium leguminosarum LPR5045 

(pIJ1089) [10–12].

Растительный материал. В работе были использова-

ны сорта гороха (Pisum sativum L.) из генетической кол-

лекции ФГБНУ ВНИИСХМ —  эффективные по фикса-

ции азота сорта Finale и Frisson [13].

Условия выращивания растений. Семена гороха 

Pisum sativum L. стерилизовали в течение 5 мин в кон-

центрированной серной кислоте, отмывали 3 раза водой, 

переносили на 1 % водный агар и проращивали в темно-

те при комнатной температуре. 4–5-дневные проростки 

гороха переносили в горшки с вермикулитом, политые 

питательной средой Jensen [14]. Инокуляцию семян про-

водили водной суспензией бактерий R. leguminosarum 

bv. viciae CIAM1026 (OD
600

 = 0,5) 1 мл на растение.

Конструирование векторов, обеспечивающих вну-

триклеточный синтез внеклеточных доменов рецеп-

торов гороха. Для предсказания доменной структуры 

белков и поиска их внеклеточных доменов был исполь-

зован сервис TMHММ Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.

dk/services/TMHММ). Амплификацию фрагмента, ко-

дирующего внеклеточный домен рецептора, проводили 

на матрице кДНК с помощью специфичных праймеров 

и высокоточной Phusion-полимеразы (Thermo Scientific, 

США). Синтез кДНК был осуществлен на матрице РНК, 

выделенной из корней или клубеньков гороха сорта Finale 

с помощью реактива Trizole (Invitrogen, США), обратной 

транскриптазы RevertAid H– (Thermo Scientific, США) 

и олиго(дT)праймеров (Sileks, Россия). Для амплифика-

ции применяли следующие праймеры:

Sym37_F_BamH1 5’ GGGGATCCAAAGTGGAATCCAAGTGTGTAATAGG 3’
Sym37_R_EcoR1 5’ GGGAATTCTCTTCCGGGAAAGAACACTACC3’
Sym10_F_BamH1 5’ GGGGATCCAGTGGAACAAACTTTTCATGCC3’
Sym10_R_EcoR1 5’ GGGAATTCTTTTCTTCCATTTGAAGATGGTTGATC3’
K1_F_BamH1 5’ GGGGATCCAAAGTGGATTCAAAGTGTGTGA 3’
K1_R_EcoR1 5’ GGGAATTCTCTTCCTGGAATGAACACTATCC3’

Последовательности, кодирующие внеклеточные до-

мены LysM-РПК Sym10, Sym37 и K1, были клонирова-

ны в векторе pRSETa по сайтам BamH1 и EcoR1. После 

проверки правильности полученных конструкций их ис-
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пользовали для синтеза внеклеточных доменов рецепто-

ров в штамме E. coli С41 (мутантный штамм, полученный 

на основе BL21 (DE3)). Для предсказания молекулярной 

массы синтезируемых внеклеточных доменов белков 

на основании исходной нуклеотидной последовательно-

сти была применена подпрограмма EditSeq программы 

DNAStar (Invitrogen, США).

Анализ содержания синтезированных белков в раз-

личных субклеточных фракциях клеток E. coli С41. 
E. coli культивировали в жидкой среде LB [15], содер-

жащей ампициллин (100 мкг/мл), при 37 °C до дости-

жения культурой плотности OD
600

 = 0,6. После этого 

в среду вносили индуктор —  0,5 мМ изопропил-β-D-

тиогалактозид (ИПТГ) и инкубировали при 28 °C в тече-

ние необходимого времени (2–16 часов). После завер-

шения синтеза культуры E. coli С41 охлаждали на льду 

в течение 30 мин, затем осаждали клетки центрифугиро-

ванием при 4000 g в течение 15 мин при +4 °C. Оса-

док ресуспендировали в буфере TBS (500 мМ трис-HCl, 

pH 8,0), содержащем коктейль ингибиторов протеаз 

(AEBSF, бестатин, E-64, пепстатин A, антипаин в кон-

центрациях, рекомендуемых производителем) (Sigma 

Aldrich, США). Вскрытие клеток осуществляли с помо-

щью ультразвуковой обработки (4 раза по 30 с, с интер-

валами выдерживания клеток на льду в течение 30 с). По-

лученную таким образом суспензию центрифугировали 

при 10 000 g в течение 15 мин при +4 °C для осаждения 

нерастворимой фракции. Для получения растворимой 

фракции супернатант центрифугировали при 100 000 g 

в течение 30 мин. Аликвоты полученных в результате 

центрифугирования различных субклеточных фракций 

ресуспендировали в буфере для нанесения на гель и ана-

лизировали методом электрофореза в полиакриламид-

ном геле (ПААГ) в присутствии 0,1 % ДСН.

Вестерн-блот-анализ. Белковые образцы (10–40 мкг) 

разделяли электрофоретически в ДСН-ПААГ по мето-

ду Laemmli [16] и переносили на нитроцеллюлозу. Для 

инкубации использовали специфичные моноклональные 

антитела против полигистидиновой последовательности 

(анти-His), конъюгированные с пероксидазой (Sigma-

Aldrich, США), при разведении 1 : 5 000. Продукты реак-

ции выявляли с помощью хемилюминесцентного набора 

Immobilon (Millipore, США) или с помощью хлор-на-

фтола. Визуализацию продуктов реакции осуществляли 

на приборе G: BoxChemiXX9 (Syngene, Англия).

Металлохелатная аффинная хроматография. Синте-

зированные с помощью конструкций в векторе pRSETa 

белки имеют в своем составе последовательность из ше-

сти остатков гистидина (poly-His6). Это позволило 

провести очистку белков с помощью металлохелатной 

аффинной хроматографии. С этой целью супернатант, 

полученный после центрифугирования при 100 000 g, 

наносили на колонку Ni-CAM (5 × 1 мл, GE Healthcare, 

США) и смывали связавшийся белок повышающимися 

концентрациями имидазола (100, 200 и 500 мМ) на хро-

матографе ÄKTA FPLC (GE Healthcare, США). Очист-

ку белков также проводили на магнитных бусах с ни-

келем (Sigma Aldrich, США) при инкубации в течение 

ночи при +4 °C и последующей ступенчатой элюцией 

100–300 мМ имидазола. Аликвоты белков из собранных 

после элюции фракций разделяли в ПААГ и гибридизо-

вали с помощью анти-His-антител.

Очистка Nod-факторов. Nod-факторы получа-

ли с помощью штамма-продуцента R. leguminosarum 

LPR5045 (pIJ1089) [12]. Для этого культуру бакте-

рий инкубировали в течение ночи в 1 литре среды B– [17] 

при + 28 °C и интенсивном перемешивании 220 об/мин 

в присутствии 10 мкМ нарингенина (индуктор). Клет-

ки осаждали 15 мин при 4000 g, затем супернатант ин-

кубировали с бутанолом в течение 1 часа при пере-

мешивании 220 об/мин, бутанольную фазу отбирали 

и выпаривали. Осадок ресуспендировали в смеси этила-

цетат/вода (1 : 1). Водную фазу отбирали и снова выпа-

ривали. Полученный таким образом осадок Nod-факто-

ров очищали методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии (ВЭЖХ) на колонке С18 (Waters, Nova 

Pak C
18

, 3,9 × 150 мм, размер частиц —  4 мкм) с ис-

пользованием линейного градиента от 30 до 80 % (v/v) 

ацетонитрил/вода. Выход пентамерных NodRlv-V (C
18:4

, 

C
18 : 1

, Ac) и тетрамерных NodRlv-IV (C
18 : 4

, C
18 : 1

, Ac) 

детектировали при длине волны 304 нм. Фракции, со-

держащие Nod-факторы, были собраны и выпарены. 

Перед использованием Nod-факторы ресуспендировали 

в 50–100 мкл 70 % ацетонитрила, аликвоту разделяли 

с помощью ВЭЖХ для проверки концентрации.

Анализ связывающей способности рецепторов 

с Nod-факторами. Связывающая способность ре-

цепторных белков с Nod-факторами была оценена 

с помощью метода поверхностного плазмонного резо-

нанса. Белки иммобилизовывали на чипах HTG (Bio-

RadLaboratories, США) после активации поверхности 

10 мМ NiSO
4 

(рН 6,0). Уровень иммобилизации белков 

составлял в среднем 2500–3000 резонансных единиц 

(RU). Анализ связывания белков-рецепторов с лиган-

дом —  NodRlv-IV, V, C
18 : 4

, C
18 : 1

, Ac (в диапазоне от 10 

до 2500 нМ) выполняли на биосенсоре ProteonXPR36 

(Bio-RadLaboratories, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

1. Синтез внеклеточных доменов рецептор-подоб-

ных киназ Sym10, Sym37 и K1 гороха в бактериальной 

системе

Из-за трудности выделения мембранных белков 

из тканей в достаточных количествах (такие рецепторы 

обычно присутствуют в очень низких концентрациях) 

необходимо было разработать специальные методи-

ческие подходы. С этой целью обычно осуществляют 

гетерологичную экспрессию генов, кодирующих белки 

интереса, в бактериях E. coli, дрожжах Saccharomyces 
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cerevisiae или Pichia pastoris (последние имеют тип 

гликозилирования, сходный с высшими растениями) 

или растениях (например, Nicotiana benthamiana). 

Удобной системой для экспрессии могут быть бакте-

рии E. coli, поскольку в них можно получить доста-

точно большие количества рекомбинантных белков. 

Однако при синтезе эукариотических белков в клетках 

прокариот в этих синтезируемых белковых молекулах 

отсутствуют вторичные модификации, такие как гли-

козилирование, фосфорилирование и т. п. Кроме того, 

в бактериальной системе белки часто образуют нера-

створимые образования —  тельца включения (англ. 

inclusion bodies), что требует подбора определен-

ных условий (температуры, концентрации индуктора, 

штаммов, времени синтеза) для получения этих белков 

в растворимом виде. Тем не менее, учитывая возмож-

ность получения белков-рецепторов Sym10, Sym37 

и K1 в больших количествах при синтезе в бактериях, 

мы разработали подходы для экспрессии генов рецеп-

торов в бактериальной системе и попытались получить 

эти белки в растворимом виде.

1.1. Конструирование векторов, обеспечивающих 

внутриклеточный синтез белков-рецепторов Sym10, 

Sym37 и K1 в бактериях E. coli
С целью наработки белков-рецепторов Sym10, 

Sym37 и K1 гороха P. sativum в бактериях E. coli были 

созданы генетические конструкции в векторе pRSETa 

для экспрессии клонированных генов под контролем вы-

сокоактивного промотора Т7 (рис. 1). Важной пробле-

мой, которую необходимо было решить, являлось полу-

чение рекомбинантного белка-рецептора в растворимой 

форме, поскольку только в этом случае можно изучить 

его связывающую способность с лигандом. Связыва-

ние Nod-факторов происходит с внеклеточными доме-

нами белков-рецепторов, поэтому нами были получены 

конструкции, кодирующие только внеклеточные доме-

ны (EСD —  от англ. extracellular domain) рецепторов 

без трансмембранного и киназного доменов, а также 

без сигнального пептида. Мы предположили, что при 

синтезе только внеклеточного домена рецептора без ги-

дрофобного трансмембранного участка и сигнального 

пептида можно получить белок в растворимой форме. 

Так как в бактериях отсутствуют ферменты для удаления 

сигнальных пептидов белков эукариот, праймеры были 

подобраны таким образом, чтобы в амплифицирован-

ные продукты не вошли последовательности, кодиру-

ющие сигнальные пептиды белков Sym10, Sym37 и K1 

(см. рис. 1).

Полученные конструкции были названы pRSETa/

Sym10-ECD, pRSETa/Sym37-ECD и pRSETa/K1-ECD 

(см. рис. 1), а образующиеся белки —  Sym10-ECD, 

Sym37-ECD и K1-ECD соответственно. В составе син-

тезируемых белков присутствовали последовательности 

из шести остатков гистидина (His
6
-tag), позволяющие 

очищать рекомбинантные белки методом металлохелат-

ной аффинной хроматографии.

1.2. Оптимизация условий наработки рекомбинант-

ных белков-рецепторов в штамме E. сoli С41

Белки были синтезированы в штамме E. coli C41 

(мутантный штамм, полученный на основе штамма 

BL21 (DE3)) [18]. Денатурирующий электрофорез 

в ПААГ показал наличие в лизатах клеток, трансфор-

мированных рекомбинантной плазмидой, белковых 

продуктов с молекулярными массами, соответствую-

щими предсказанным для Sym10-ECD, Sym37-ECD 

и K1-ECD (27, 25 и 25 кДа соответственно), синтез 

которых наблюдали в ответ на обработку индуктором 

ИПТГ (рис. 2). Анализ содержания белков в различ-

ных субклеточных фракциях показал, что при темпе-

ратуре 28 °C рекомбинантные белки Sym10-ECD, 

Sym37-ECD и K1-ECD синтезируются в растворимой 

форме (белки присутствуют в растворимой цитозоль-

Рис. 1. Схема генетических конструкций на основе вектора pRSETa, необходимых для синтеза внеклеточных доменов рецепторных 

киназ Sym10, Sym37 и K1 P. sativum (стрелкой указан сайт гидролиза для энтерокиназы, которая может быть использована 

для удаления His6-tag)

Fig. 1. The scheme of genetic constructs in pRSETa vector ne cessary for synthesis of extracellular domains of Sym10, Sym37 

and K1 receptor kinases of P. sativum (an arrow indicates a hydrolysis site for enterokinase, which can be used to remove 

His6-tag)
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ной фракции после центрифугирования при 100 000 g) 

(см. рис. 2).

Снижение температуры культивирования и исполь-

зование штамма E. сoli C41 оказалось эффективным для 

наработки внеклеточных доменов белков-рецепторов 

в растворимой форме. Таким образом, с помощью полу-

ченных генетических конструкций и оптимизации усло-

вий синтеза нам удалось получить внеклеточные домены 

белков-рецепторов в растворимой форме, что было не-

обходимо для дальнейших экспериментов.

2. Очистка рекомбинантных белков Sym10-ECD, 

Sym37-ECD и K1-ECD методом металлохелатной аф-

финной хроматографии

Для выделения и очистки белков Sym10-ECD 

и Sym37-ECD, синтезированных в культуре клеток 

E. coli, использовали жидкостную хроматографию низ-

кого давления. После посадки на колонку белок элюиро-

вали ступенчатыми концентрациями имидазола —  100, 

200 и 500 мМ (рис. 3, а). Белок Sym10-ECD был пре-

имущественно элюирован с колонки при концентрации 

a b

Рис. 2. Анализ содержания рекомбинантных белков Sym10-ECD и Sym37-ECD в различных субклеточных фракциях бактерий 

E. coli после культивирования в присутствии ИПТГ в течение 2–16 часов при температуре 28 °C: НФ1 — нерастворимая 

фракция, полученная при центрифугировании 10 000 g; РФ1 — раст воримая фракция, полученная при центрифугировании 

10 000 g; РФ2 — растворимая фракция, полученная при центрифугировании 100 000 g. Визуализацию синтезированных 

полипептидов проводили с помощью Вестерн-блот-гибридизации с анти-His-антителами

Fig. 2. Analysis of the content of Sym10-ECD and Sym37-ECD recombinant proteins in various subcellular fractions of E. coli bacteria 

after cultivation in the presence of IPTG for 2-16 hours at 28  °C: НФ1 – the insoluble fraction obtained at 10 000 g; РФ1 – 

the soluble fraction obtained at 10 000 g; РФ2 – soluble fraction obtained at 100 000 g. Visualization of synthesized polypep-

tides was performed by Western blot hybridization with anti-His antibodies

Рис. 3. Очистка рекомбинантного белка-рецептора Sym10-ECD с помощью жидкостной хроматографии низкого давления: 

а — внеклеточный домен рецептора Sym10-ECD был наработан в клетках E. coli C41 в растворимом виде. Белок выделяли 

из 300 мл бактериальной культуры после индукции ИПТГ (2 часа). После посадки на Ni-CAM-колонку элюцию белков 

осуществляли повышающимися концентрациями имидазола — 100, 200 и 500 мМ. Максимальный выход белка наблюдали 

во фракции, полученной после элюции 200 мМ имидазолом (пик отмечен стрелкой); b — анализ очищенных фракций белка 

был проведен методом Вестерн-блот-гибридизации с анти-His-антителами. НС — несвязавшийся белок; П1, П2 — фрак-

ции 1 и 2, полученные после промывки колонки буфером; С7–С11 — фракции, полученные после смыва с колонки белка 

200 мМ имидазолом (максимум содержания белка выявлен во фракции С8). Стрелкой отмечена фракция с максимальным 

содержанием очищенного рекомбинантного белка

Fig. 3. Purification of the recombinant Sym10-ECD receptor protein by low pressure liquid chromatography: a – the extracellular 

domain of the Sym10-ECD receptor was obtained in E. coli C41 cells in soluble form. The protein was isolated from 300 ml of 

bacterial culture after IPTG induction (2 hours). After loading onto a Ni-CAM column, the elution of proteins was carried out 

by increasing concentrations of imidazole – 100, 200 and 500 mM. The maximum protein yield was observed in the fraction 

obtained after elution with 200 mM imidazole (peak marked with an arrow); b – analysis of purified protein fractions was carried 

out by Western blot hybridization with anti-His antibodies. HC – unbound protein; P1, P2 – the fractions 1 and 2, obtained af-

ter washing the column with buffer; C7-C11 – the fractions obtained after elution of the protein from the column with 200 mM 

imidazole (the maximum protein content was found in the C8 fraction). The arrow indicates the fraction with the maximum 

content of purified recombinant protein
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имидазола 200 мМ (наличие рекомбинантного белка 

в различных фракциях, собранных после элюции с ко-

лонки, детектировали с анти-His-антителами методом 

Вестерн-блот-гибридизации) (рис. 3, b).

Белок Sym37-ECD был выявлен в двух фракциях —  

после элюции 100 мМ имидазолом (фракция 1, основная 

часть белка) и 200 мМ имидазолом (фракция 2, меньшая 

часть белка) (рис. 4, а). Аликвоты белков из собранных 

после элюции фракций разделяли в ПААГ и гибридизо-

вали с помощью анти-His-антител (рис. 4, b).

Кроме того, чистоту белковых препаратов после 

элюции имидазолом также проверяли при разделении 

в ПААГ с последующей окраской серебром. Было по-

казано, что только во фракциях, смываемых 200 мМ 

имидазолом, белки Sym10-ECD и Sym37-ECD почти 

не содержат примесей (данные не представлены). 

Таким образом, в результате очистки нами были полу-

чены очищенные до состояния, близкого к гомогенно-

му, белки Sym10 и Sym37, собранные после элюции 

200 мМ имидазолом (см. рис. 3, 4). Выход рекомби-

нантных белков после очистки металлохелатной хрома-

тографией из 300 мл культуры клеток E. coli составлял 

в среднем 100–200 мкг. Очищенные белки Sym10-ECD 

и Sym37-ECD, собранные после элюции 200 мМ ими-

Рис. 4. Очистка рекомбинантных белков-рецепторов Sym37-ECD (a, b) и K1-ECD (c) с помощью металлохелатной аффинной хро-

матографии: а — неклеточный домен рецептора Sym37-ECD был наработан в клетках E. coli C41 в растворимом виде после 

индукции ИПТГ (2 часа). После посадки на Ni-CAM колонку элюцию белков осуществляли повышающимися концентра-

циями имидазола — 100, 200 и 500 мМ. Выход белка наблюдали во фракциях, полученных после элюции 100 мМ (макси-

мум во фракции В8) и 200 мМ имидазолом (фракция С8); b — анализ очищенных фракций белка был проведен методом 

Вестерн-блот-гибридизации с анти-His-антителами. НС — несвязавшийся белок; П1, П2 — фракции 1 и 2, полученные 

после промывки колонки буфером; B5–B8 — фракции, полученные после смыва с колонки белков 100 мМ имидазолом. 

Стрелкой отмечена фракция В8 с максимальным содержанием белка Sym37 при смыве с колонки 100 мМ имидазолом. С8, 

С9 — фракции, полученные после смыва с колонки белков 200 мМ имидазолом. Стрелкой отмечена фракция С8 с макси-

мальным содержанием белка Sym37 при смыве с колонки 200 мМ имидазолом; с — очистка рекомбинантного белка-рецеп-

тора K1-ECD методом металлохелатной аффинной хроматографии. 1 — исходный супернатант 100 000 g; 2 — несвязав-

шийся белок после инкубации в течение ночи с никелевыми бусами; 3 — промывка буфером TBS; 4 — смыв белка 300 мМ 

имидазолом

Fig. 4. Purification of recombinant Sym37-ECD (a, b) and K1-ECD (c) receptor proteins by metal chelate affinity chromatography: 

a – the extracellular domain of the Sym37-ECD receptor was obtained in E. coli C41 cells in soluble form after IPTG induc-

tion (2 hours). After loading onto a Ni-CAM column, protein elution was performed by increasing concentrations of imida-

zole – 100, 200 and 500 mM. Protein yield was observed in the fractions obtained after elution with 100 mM (maximum in 

B8 fraction) and 200 mM imidazole (C8 fraction); b – analysis of purified protein fractions was carried out by Western blot 

hybridization with anti-His antibodies. HC – unbound protein; P1, P2 – fractions 1 and 2, obtained after washing the column 

with buffer; B5-B8 – fractions obtained after elution of the proteins from column with 100 mM imidazole. The arrow indicates 

the B8 fraction with the maximum protein content of Sym37 after elution with 100 mM imidazole. C8, C9 – fractions obtained 

after elution of the protein from column with 200 mM imidazole. The arrow indicates the C8 fraction with the maximum protein 

content of Sym37 after elution with 200 mM imidazole; c – purification of recombinant K1-ECD receptor protein by metal 

chelate affinity chromatography. 1 – initial supernatant 100 000 g; 2 – unbound protein after overnight incubation with nickel 

beads; 3 – washing with TBS buffer; 4 – elution of the protein with 300 mM imidazole

a b

c
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дазолом, были использованы для дальнейшего анализа 

связывающей способности с лигандом.

Синтез LysM-РПК К1 был осуществлен в услови-

ях, ранее разработанных для белков Sym10 и Sym37, 

но при этом оптимальное время культивирования для 

получения белка в растворимой форме составило 16 ча-

сов (см. рис. 2). Очистку внеклеточного домена K1-ECD 

проводили с помощью металлохелатной аффинной хро-

матографии на магнитных бусах с никелем (рис. 4, c). 

Элюцию белка осуществляли повышающимися концен-

трациями имидазола 100, 200 и 300 нМ. Для дальней-

шего анализа использовали фракцию, полученную после 

элюции 300 мМ имидазолом. Выход белка после очистки 

составил в среднем 200–300 мкг.

3. Анализ связывающей способности внеклеточных 

доменов рецепторов, полученных при гетерологичном 

синтезе в бактериях, с Nod-факторами

Оценку связывающей способности внеклеточных до-

менов рецепторов с Nod-IV, V, C
18 : 4

, С
18 : 1

, Ac проводили 

на примере K1-ECD с помощью метода поверхностного 

плазмонного резонанса на биосенсоре Proteon XPR36, 

позволяющего работать с лигандом без меток (рис. 5). 

C этой целью белок-рецептор K1-ECD, содержащий 

His6-метку, был иммобилизован на чипе HTG, а лиганд 

Nod-IV, V, C
18 : 4

, С
18 : 1

, Ac использовали в поступающем 

растворе (10–2500 нМ). Уровень иммобилизации белка 

составлял в среднем 2500–3000 RU (данные не пред-

ставлены).

Анализ связывающей способности K1-ECD с Nod-

факторами с помощью метода поверхностного плазмон-

ного резонанса позволил выявить константу аффинности 

Kd =  8,64 · 10–6 ± 0,51 М (рис. 5), что было ниже, 

чем мы ожидали, на основании того, что реакция расте-

ния на Nod-факторы проявляется в диапазоне концен-

траций 10–12–10–8 М. Таким образом, для очищенного 

внеклеточного домена рецептора K1 гороха, синтезиро-

ванного в бактериях, нами была показана способность 

связывать Nod-факторы, но при этом аффинность была 

невысокой.

В целом на основании проведенных нами экспери-

ментов была показана возможность синтеза рекомби-

нантных белков-рецепторов в растворимом состоянии 

в бактериях E. coli на достаточно высоком уровне. Одна-

ко анализ связывающей способности рецепторов, син-

тезированных в гетерологичной системе, позволяет сде-

лать вывод об их низкой аффинности к Nod-факторам.

Вместе с тем анализ мутантов по генам, кодирую-

щим рецепторы Sym10, Sym37 и K1, свидетельствует 

о необходимости этих рецепторных киназ для инициа-

ции развития симбиоза [1, 8]. Возможным объяснением 

этих данных может быть способность рецепторов свя-

зывать Nod-факторы с высокой аффинностью только 

при формировании гомо- или гетероолигомерных ком-

плексов. В пользу необходимости формирования гомо- 

или гетероолигомерных комплексов рецепторов при 

связывании лиганда свидетельствуют данные по изуче-

нию других представителей класса LysM-рецепторов. 

В частности, недавно было показано, что LysM-рецеп-

тор этого класса, CERK1 арабидопсиса, связывает ли-

ганд (олигомер хитина (n = 8)) только при образовании 

гомоолигомерного комплекса AtCERK1/AtCERK1 или 

гетероолигомерного комплекса с другим LysM-рецепто-

ром —  AtCERK1/AtLYK5 [9, 19]. Сравнительный ана-

Рис. 5. Анализ связывания внеклеточного домена рецептора K1-ECD (С) с Nod-IV, V, C
18 : 4

, C
18 : 1

, Ac проводили с помощью метода 

поверхностного плазмонного резонанса

Fig. 5. An analysis of binding of the extracellular domain of the K1-ECD (C) receptor to Nod-IV, V, C
18 : 4

, C
18 : 1

, Ac was carried out 

using the surface plasmon resonance method
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лиз показал низкую аффинность к хитоолигосахаридам 

рецептора CERK1 (Kd ~ 45 мкМ), который был открыт 

первым [9]. Однако в дальнейшем был выявлен рецептор 

LYK5, который формирует комплекс с CERK1, но при 

этом обладает высокой аффинностью к хитоолигосаха-

ридам (Кd ~ 4 мкМ) [19].

Вероятно, сходным образом LysM-РПК Sym10, 

Sym37 и K1 могут быть необходимы для формирования 

комплексов с дополнительными белками с высокой аф-

финностью к Nod-факторам. В пользу этого предполо-

жения свидетельствует выявление дополнительного ре-

цептора LYR3 у гороха, который имеет более высокую 

аффинность к Nod-факторам [7].

Другим объяснением полученных данных может быть 

низкая связывающая способность рецепторов, синтези-

рованных в гетерологичной системе, из-за отсутствия 

у них необходимых вторичных модификаций (гликозили-

рования, фосфорилирования и т. п.). Для ответа на этот 

вопрос необходимо проводить сравнительный анализ 

с использованием рецептора, для которого уже оценена 

константа аффинности для Nod-факторов (например, 

для LYR3) [7]. Дальнейшие эксперименты по анализу 

взаимодействия рецепторов с лигандом позволят вы-

яснить, как могут функционировать LysM-рецепторы 

в процессе передачи сигнала от Nod-фактора.

Работа была выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (РНФ, 16-16-10043) с ис-

пользованием оборудования ЦКП «Геномные техноло-

гии, протеомика и клеточная биология» на базе ФГБНУ 

ВНИИСХМ.
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