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Аннотация
Система рестрикции‑модификации I типа BlichA из Bacillus licheniformis была клонирована, экспрессирована и очище-

на. Подтверждена эндонуклеазная активность комплекса in vitro.

Abstract
The type I restriction-modification system BlichA from Bacillus licheniformis was cloned, expressed and purified. Endonucle-

ase activity of the complex was confirmed in vitro.

Системы рестрикции‑модификации I типа (RMI) широко распространены в бактериальных клетках и по-
могают им защищаться от чужеродной ДНК, такой как ДНК бактериофагов. Обычно такие системы представляют 
собой комплекс из пяти белков: двух R‑субъединиц, определяющих эндонуклеазную активность, двух M‑субъе-
диниц, обеспечивающих метилазную активность, и S‑субъединицы, отвечающей за узнавание неметилированно-
го сайта на ДНК [1].

В  настоящей работе изучалась система BlichA из  термофильных бактерий Bacillus licheniformis. Набор 
генов, кодирующих функциональный комплекс, был клонирован в  экспрессионный вектор pIR‑DPAl. Помимо 
трех генов hsdR1, hsdM1 и hsdSIB, в опероне присутствует дополнительный ген hsdIA с неизвестной функцией. 
Для очистки комплекса к C‑концу R‑субъединицы была добавлена 6×His‑метка.

Проверка работы системы рестрикции-модификации in vivo проводилась в штамме с отключенной соб-
ственной системой RMI, а  именно в Escherichia coli TG1. Экспрессию комплекса для  выделения проводили 
в штамме E. coli NiCo21(DE3). Эффективность работы комплекса оценивали методом посева фага [2]. Для двух 
клонов была подтверждена активность RMI. Очистку комплекса BlichA осуществляли с использованием никеле-
вой аффинной хроматографии.

Эндонуклеазную активность комплекса подтвердили in  vitro на плазмиде, содержащей единичный сайт 
узнавания. Таким образом, система рестрикции‑модификации I типа BlichA была успешно клонирована, экспрес-
сирована, очищена, а также проверена ее эндонуклеазная активность in vitro.
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