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Аннотация 
В  данной работе проведены клонирование и  экспрессия в  Escherichia coli гена, кодирующего 5´-нуклеотидазу 

из Limosilactobacillus reuteri, получены белковые препараты с сигнальным пептидом и без него с различным расположением 
последовательности His-tag в растворимой форме. Очистку проводили с помощью металл-хелатной хроматографии. Актив-
ность некоторых форм фермента подтверждена с помощью реакции с АМФ.

Abstract
In this work, the gene encoding the 5´-nucleotidase from Limosilactobacillus reuteri was cloned and expressed in Escherichia 

coli, and protein preparations with and without the signal peptide were obtained, with a different arrangement of the His-tag sequence 
in soluble form. Purification was carried out using metal chelate chromatography. The activity of some forms of the enzyme has been 
confirmed by reaction with AMP.

Устойчивость патогенных бактерий к препаратам антибактериальной терапии неуклонно растет, некоторые 
из них уже приобрели множественную лекарственную устойчивость, что является серьезной проблемой для об-
щественного здравоохранения. Это определяет необходимость разработки новых антибактериальных препаратов, 
которые смогут помочь в борьбе с резистентностью к антибиотикам. Данное исследование направлено на изуче-
ние функциональной значимости и особенностей доменных пространственных структур некоторых ферментов 
в пробиотических штаммах лактобактерий для изучения механизма взаимодействия между патогенными штам-
мами и штаммами — компонентами нормальной микрофлоры, а также потенциальной разработки альтернатив 
существующим методам лечения бактериальных инфекций. В настоящий момент объектом исследования являет-
ся фермент 5´-нуклеотидаза, выбор обусловлен его секрецией бактериями Limosilactobacillus reuteri при совмест-
ном культивировании с патогенным штаммом Klebsiella pneumoniae [1]. 

Ранее было показано, что при проведении сокультивирования бактерий рода Lactobacillus и бактерий рода 
Klebsiella два штамма лактобактерий (Limosilactobacillus reuteri LR1 и Lacticaseibacillus rhamnosus F) угнетают 
рост бактерий Klebsiella pneumoniae, выделяя в ответ на действие патогена группу белков различных классов 
и  функциональной значимости. Данные белки были идентифицированы с  помощью тандемной MALDI/TOF/
TOF-спектрометрии. В частности, был выявлен фермент бифункциональная металлофосфатаза, или 5´-нукле-
отидаза, из L. reuteri (LreBM) [1]. Благодаря тому, что этот вид микроорганизмов является частью нормальной 
микрофлоры желудочно-кишечного тракта и влагалища человека, потенциальное применение ферментов из этих 
бактерий в терапевтических целях, вероятно, не будет провоцировать иммунный ответ. И хотя L. reuteri хорошо 
известна своими пробиотическими свойствами, информация о ее белках в современной научной литературе пока 
ограничена.

 *  Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект № 23-64-10029).
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В  рамках настоящей работы нами было осуществлено моделирование структур для  нескольких форм 
фермента 5´-нуклеотидазы. Получены четыре генетические конструкции, содержащие гены 5´-нуклеотидазы 
Lre BM с фрагментами, кодирующими шесть остатков гистидина на N- и С-концах, с сигнальными пептидами 
и без них. Последовательности были подтверждены секвенированием. Экспрессию гена нуклеотидазы проводи-
ли в клетках E. coli, очистку фермента осуществляли методом металл-хелатной хроматографии, наличие и ами-
нокислотная последовательность 5´-нуклеотидазы подтверждены с помощью MALDI/TOF/TOF-спектрометрии. 
Показано, что полученные препараты нуклеотидазы проявляют активность с АМФ.
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