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ÃÅÒÅÐÎËÎÃÈЧÍÀß ЭÊСПÐÅССÈß 
ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÎÃÎ ÖÈÒÎÕÐÎÌÀ Ð450 2E1 ÌЫШÈ 

Â ESCHERICHIA COLI

Цеëь. Кëонировать кДНК ãена цитоõрома Р450 2Е1 мыши и поëучить 
экспрессию кëонированной кДНК в E. coli. Методы. Поëимеразная 
цепная реакция, методы кëонирования, эëектрофорез, вестерн-бëот 
анаëиз. Резуëьтаты. При кëонировании кДНК ãена цитоõрома Р450 
2Е1 мыши быëи испоëьзованы экспрессирующий вектор pCWOri+ и 
штамм E. coli DH5α. Дëя поëучения экспрессии рекомбинантноãо ци-
тоõрома Р450 2Е1 проведена модификация посëедоватеëьности кДНК 
ãена, кодирующей N-концевой фраãмент беëка, приводящая к деëеции 
посëедоватеëьности с 3 по 23 аминокисëотный остаток, нукëеотид-
ной замене во втором кодоне аëанина (GCG на GCT) и увеëичению 
содержания АТ в 6 посëедующиõ кодонаõ за счет моëчащиõ замен. Вы-
воды. Впервые быëа кëонирована с испоëьзованием экспрессирующеãо 
вектора pCWOri+ кДНК ãена цитоõрома Р450 2Е1 мыши (с указанной 
модификацией) и поëучена еãо экспрессия в E. coli. 

К ëюч е вы е  с ë о в а :  цитоõром Р450 2Е1, ãетероëоãическая экспрессия 
в E. coli, рекомбинантный беëок Cyp2E1. 

Ìикросоìальный белок öитохроì Ð450 2Å1 (Cyp2E1) принадлежит 
к суперсеìейству öитохроìов Ð450 – геìсодержащих ìонооксигеназ, 
ìетаболизирующих большинство поступающих в организì ÷еловека 
и животных ксенобиотиков [4, 10]. Ñубстратаìи Cyp2E1 являются 
преиìущественно небольшие гидрофобные (липофильные) хиìи÷еские 
соединения, такие как спирты, кетоны, альдегиды, нитрозоаìины, ароìа-
ти÷еские и галогенсодержащие углеводороды, ìногие из которых входят 
в состав косìети÷еских, лекарственных средств, продуктов питания, 
а также проìышленных и бытовых отходов, загрязняющих окружаю-
щую среду [2, 6]. Èзвестна роль Cyp2E1 в ìетаболи÷еской активаöии 
протоксинов, проканöерогенов и в образовании повреждающих клетки 
свободных радикалов кислорода и гидроперекисей. Показано у÷астие 
ферìента в патогенезе сахарного диабета, алкогольноì повреждении 
пе÷ени, болезни Àльöгейìера и др. [2, 8]. Òакиì образоì, выяснение 
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структурно-функöиональных характеристик Cyp2E1 особенно важно в 
таких областях, как фарìакология, токсикология, а также при ле÷ении 
и профилактике развития ìногих патологи÷еских проöессов [7, 11].

Для изу÷ения структурных и функöиональных свойств Cyp2E1 не-Cyp2E1 не-2E1 не-E1 не-1 не-
обходиì гоìогенный ферìент  в препаративноì коли÷естве.  Наиболее 
перспективныì способоì полу÷ения большого коли÷ества гоìогенного  
белка является генно-инженерный ìетод. В настоящее вреìя  индивиду-
ально ÷истые  функöионально активные форìы ìногих öитохроìов Ð450 
полу÷ены в разли÷ных гетерологи÷ных систеìах – бактериях, дрожжах, 
бакуловирусах и клетках животных [7, 9, 15]. Наиболее предпо÷тительной 
с÷итается бактериальная систеìа E. coli, преиìуществоì которой по срав-
нению с другиìи систеìаìи является нали÷ие ряда высокоэффективных 
экспрессирующих векторов, возìожность быстрого полу÷ения большого 
коли÷ества исследуеìых белков в гоìогенноì состоянии, простота их 
выделения и о÷истки, легкость проведения ìутагенеза, а также относи-
тельная дешевизна бактериальных сред [9].          

Öелью настоящей работы является полу÷ение  рекоìбинантного  
белка CYP2E1 ìыши в гетерологи÷ной систеìе E. coli для исследования 
его структурно-функöиональных и биохиìи÷еских свойств.

Ìатериалы и методы 
Для скрининга рекоìбинантных клонов и экспрессии кДНÊ гена 

Cyp2e1 использовали генноинженерный штаìì E. coli DH5α (supE44 
ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1). 

Ìодификаöию и аìплификаöию  ìодифиöированной кДНÊ гена 
Cyp2e1 проводили ìетодоì ПÖÐ с поìощью пряìого 5�-ctcctcgtacatatg
gctaaacaaatttatcgttcttggaacctgccc-3� и обратного 5�-tggtggtgaagcttttatga
acgaggaatgacacaga-3� прайìеров в  буферной сìеси, содержащей 2 ìÌ  
хлорида ìагния, 200 ìкÌ каждого dNTP, 1 ìкÌ прайìеров, 50 нг ìатриöы 
и  2 U Taq полиìеразы фирìы «Fermentas» (Литва).  Первона÷альная 
денатураöия ìатриöы проводилась в те÷ение 3 ìин при 94 °Ñ. После-
дующие 30 öиклов реакöии состояли из этапов денатураöии в те÷ение 
30 сек. при 94 °Ñ, отжига в те÷ение 30 сек. при 59 °Ñ и элонгаöии в 
те÷ение 1 ìин. при 72 °Ñ. Последний этап синтеза проводили в те÷ение 
5 ìин. при 72 °Ñ.

Êоìпетентные клетки полу÷али согласно ìетоду Нишиìуры и со-
авт.[13]. Все проöедуры по клонированию кДНÊ гена  Cyp2e1 ìыши 
– рестрикöию, лигирование, трансфорìаöию и выделение плазìидной 
ДНÊ – проводили с поìощью ферìентов фирìы «Fermentas» (Литва) в 
соответствии c [14]. Для клонирования  использовали вектор  pCWOri+, 
любезно предоставленный доктороì   Ф. Генгерихоì (Vanderbilt University 
School of Medicine, Nashville, USA).   

Èндукöию экспрессии рекоìбинантного гена Cyp2e1 в культуре E. coli  
и выделение ìеìбран из бактериальных клеток проводили согласно [6]. 
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Òрансфорìированные  рекоìбинантной плазìидой коìпетентные клетки 
E. coli  DH5α выращивали на 1,5% агаризованной питательной среде 
LB, содержащей аìпиöиллин (100 ìкг/ìл), в те÷ение но÷и при 37 °Ñ. 
Òрансфорìированные колонии переносили в жидкую среду LB  с аìпиöил-LB  с аìпиöил-  с аìпиöил-
линоì (100 ìкг/ìл) и инкубировали при 37 °Ñ и 170 оборотах в ìинуту 
в те÷ение но÷и. На следующий день но÷ную культуру инокулировали в 
соотношении 1:1000  в среду ÒВ [14], содержащую  аìпиöиллин (100 ìкг/
ìл) и ìикроэлеìенты (100 ìл 4000·стокового раствора содержат 2,7 г 
FeCl3·6H2O, 0,2 г ZnCl2·4H2O, 0,2 г CoCl2·6H2O, 0,2 г Na2MoO4·2H2O, 
0,1 г CaCl2·2H2O, 0,1 г CuCl2 и 0,05 г H3BO3, растворенных в 1,2 M 
HCl)   и инкубировали 3–4 ÷аса в тех же условиях до опти÷еской плот-)   и инкубировали 3–4 ÷аса в тех же условиях до опти÷еской плот-
ности À600=0,6-0,8 ОÅ. Затеì в культуру добавляли предшественник 
геìа аìинолевуленовую кислоту до коне÷ной конöентраöии 0,5 ìÌ и 
проводили индукöию экспрессии рекоìбинантного гена Cyp2e1 1 ìÌ 
IPTG. Èндуöированную бактериальную культуру инкубировали на шей-. Èндуöированную бактериальную культуру инкубировали на шей-
кере в те÷ение 48 ÷асов при 30 °Ñ и 160 об/ìин Êлетки осаждали при  
4000 об/ìин в те÷ение 5 ìинут, отìывали  в калий-фосфатноì буфере, 
рН 7,5, содержащеì 0,15 Ì хлорид натрия, взвешивали и суспендировали 
в 2 объеìах (v/w) 75 ìM Tрис-хлоридного буфера, pH 7,5, содержащего 
250 ìM сахарозы и 0,25 ìÌ ЭДÒÀ. 

Для полу÷ения ìеìбран отìытые бактериальные клетки суспенди-
ровали в  100 ìÌ Òрис-аöетатноì буфере, рН 7,6, содержащеì 500 ìÌ 
сахарозы, 0,5 ìÌ ÅДÒÀ, из рас÷ета 5 ìл буфера на 100 ìл культураль-
ной  среды. Ñуспензию клеток разбавляли  равныì объеìоì бидистил-
лированной воды, добавляли к ней лизоöиì до конöентраöии 0,1 ìг/ìл 
и инкубировали 1 ÷ас на шейкере при ìягкоì переìешивании при 4 °Ñ. 
Ñферопласты осаждали при 5000 об/ìин в те÷ение 10 ìинут, взвешивали 
и суспендировали в 100 ìÌ калий-фосфатноì буфере, рН 7,4, содержа-
щеì 6 ìÌ аöетат ìагния, 20% глиöерин и 0,1 ìÌ ДÒÒ в соотношении 
1 ìл буфера на 0,5 г сферопластов. Ê суспензии сферопластов добавляли 
ингибиторы протеаз ПÌÑФ и леупептин до конöентраöии 1 ìÌ и 2 ìкÌ, 
соответственно, после ÷его сферопласты лизировали  ультразвукоì на 
ультразвуковоì дезинтеграторе 3 раза по 30 сек. Полу÷енный лизат 
осветляли öентрифугированиеì при 10000 об/ìин при 4 °Ñ в те÷ение 
10 ìин. Ìеìбраны из осветленного лизата осаждали при 100000 g в 
те÷ение 90 ìин. Осажденные ìеìбраны суспендировали в ìиниìальноì 
объеìе 100 ìÌ калий-фосфатного буфера, pH 7,4, содержащего 6 ìÌ 
аöетат ìагния, 20% глиöерин и 10 ìÌ β-ìеркаптоэтанол.

Электрофорети÷еское разделение белков в полиакрилаìидноì геле 
в присутствии додеöилсульфата натрия  проводили по ìетоду Лэììли с 
использованиеì 4% конöентрирующего и 12% разделяющего гелей [14]. 
Ðазделенные в ДДÑ-ПÀÀГ  белки переносили на нитроöеллюлозную ìеì-
брану BA-85 ìетодоì полусухого активного электропереноса с поìощью 
прибора CSL Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-CSL Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Cleaver Scientific Ltd, Велико- Scientific Ltd, Велико-Scientific Ltd, Велико- Ltd, Велико-Ltd, Велико-, Велико-
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британия) при силе тока 200 ìÀ в те÷ение 40 ìинут. Для иììуноблот-
анализа использовали кроли÷ьи поликлональные антитела к Cyp2E1 
ìыши, полу÷енные в лаборатории [12], и втори÷ные anti-Rabbit антитела 
фирìы “Sigma” (ÑШÀ), конъюгированные с пероксидазой хрена. Для 
предупреждения неспеöифи÷ного связывания ìеìбраны обрабатывали 
5% раствороì сухого ìолока в буфере ÒBST. Визуализаöию белковых 
полос проводили хеìилюìинисöентныì ìетодоì с использованиеì в ка-
÷естве субстратов люìинола, р-куìаровой кислоты и пероксида водорода 
согласно протокола ECL Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо-ECL Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо- Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо-Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо- Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо-Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо- («Amersham», Àнглия). Экспо-Amersham», Àнглия). Экспо-», Àнглия). Экспо-
зиöию выполняли на рентгеновской пленке CP-BU («AGFA», Бельгия).  

Ðезультаты и обсуждение 
Ðанее на ìатриöе  выделенной из клеток пе÷ени ìыши тотальной ÐНÊ 

наìи была полу÷ена суììарная кДНÊ полиÀ-содержащих ìÐНÊ, которая 
была использована для прайìерспеöифи÷ного ПÖÐ-синтеза полноразìер-
ной  кДНÊ гена ìикросоìального белка öитохроìа Ð450 2Å1 [1]. Àìпли-
фиöированная последовательность  была клонирована в векторе рÅÒ24а, 
широко используеìоì для экспрессии экзогенных белков в E. coli. Однако 
попытки полу÷ить экспериìентально определяеìый уровень экспрессии 
белка в совìестиìых с данныì вектороì штаììах E. coli  BL21 (DE3), 
C41  и Rosetta, трансфорìированных полу÷енной конструкöией рÅÒ24а-
Cyp2E1, оказались безуспешныìи [12]. Данные согласуются с работаìи 
других авторов, указывающиìи на то, ÷то токси÷ные  для бактериаль-
ной клетки öитохроìы Ð450 ìлекопитающих крайне трудно полу÷ить в 
экспрессирующих векторах серии рÅÒ, поскольку высокий уровень экс-
прессии рекоìбинантных ферìентов  в данных векторах приводит либо 
к гибели клеток, либо к накоплению синтезированных белков в тельöах 
вклю÷ения вследствие нарушения их фолдинга [3].  

Àнализ используеìых для гетерологи÷ной экспрессии в E. coli плаз-
ìидных векторов показал, ÷то наиболее подходящиì  для экспрессии 
öитохроìов Ð450 ìлекопитающих является разработанный в лаборатории 
Дальквиста вектор pCWOri+, содержащий два тандеìно расположенных 
индуöируеìых tac проìотора и ориджин репликаöии плазìиды pBR322 
[3, 5].  Было показано также, ÷то для эффективной экспрессии клони-
рованных кДНÊ  генов öитохроìов Ð450 требуется ìодификаöия  их 
нуклеотидной последовательности, кодирующей N-конöевой фрагìент 
соответствующих белков. Ìодификаöия заклю÷ается в заìене кодона 
второй аìинокислоты на наиболее ÷асто встре÷аеìый в белках E. coli  
кодон аланина GCT. Êроìе этого, в последующих нескольких кодонах 
кодируеìой последовательности необходиìо увели÷ение содержания ÀÒ 
за с÷ет ìол÷ащих заìен, ÷то снижает потенöиал синтезированных ìÐНÊ 
к форìированию втори÷ной структуры, препятствующей их связыванию 
с рибосоìаìи [3, 9]. Данная ìодификаöия, ÷асто в со÷етании с делеöией 
нуклеотидной последовательности первых 10–30 аìинокислот N-конöевой 
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сигнальной последовательности белков, а также использование вектора 
pCWOri+ позволили полу÷ить большинство каталити÷ески активных 
рекоìбинантных изофорì öитохроìов Ð450 ìлекопитающих, в тоì ÷исле  
Cyp2E1 кролика и ÷еловека [7, 9, 15]. 

Данный подход был использован наìи для полу÷ения экспрессии 
рекоìбинантного гена öитохроìа Ð450 2E1 ìыши и наработки соот-
ветствующего гетерологи÷ного белка в клетках E. coli. Ìодификаöию  
кДНÊ гена Cyp2e1 и ее наработку для клонирования в вектор pCWOri+ 
проводили ìетодоì ПÖÐ на ìатриöе рекоìбинантной плазìиды рÅÒ24а-
Cyp2E1. Для этого наìи были  синтезированы ограни÷ивающие  полную 
последовательность гена пряìой  и обратный прайìеры, из которых пря-
ìой прайìер нес заìену второго кодона GCG на GCT и делеöию нуклео-GCG на GCT и делеöию нуклео- на GCT и делеöию нуклео-GCT и делеöию нуклео- и делеöию нуклео-
тидной последовательности следующих 21 N-конöевых  аìинокислотных 
остатков белка. Êроìе того, для повышения  ÀÒ содержания в первых 
кодонах ìодифиöированной последовательности кДНÊ гена Cyp2e1 наìи 
были спроэктированы  в пряìоì  прайìере заìены нуклеотидов в 4, 5, 
7 и 8 кодонах, не ìеняющие аìинокислотную последовательность белка 
Cyp2E1 (рис. 1.À). 

Для встраивания кДНÊ гена в pCWOri+ в пряìой прайìер был 
введен сайт рестрикöии эндонуклеазы NdeI, совпадающий с иниöиирую-NdeI, совпадающий с иниöиирую-, совпадающий с иниöиирую-
щиì кодоноì ATG, а в обратный – эндонуклеазы HindIII, следующий 
непосредственно за стоп кодоноì.  После ПÖÐ-синтеза на ìатриöе 
плазìиды рÅÒ24а-Cyp2E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-Cyp2E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-2E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-
зе  ДНÊ- фрагìент клонировали по этиì сайтаì рестрикöии в вектор 
pCWOri+ (рис. 1.Б). В результате была полу÷ена рекоìбинантная плаз-+ (рис. 1.Б). В результате была полу÷ена рекоìбинантная плаз-
ìида pCW/ΔCyp2E1 с ìодифиöированной последовательностью кДНÊ 
Cyp2е1 ìыши. Èз рис. 2  и рис. 3 видно, ÷то как аìплифиöированный, 
так и клонированный в  плазìиде  pCWOri+ фрагìенты одинаковы по 
разìеру и равны приìерно 1500 пар оснований, ÷то соответствует  длине 
кДНÊ гена Cyp2е1. 

Ñледует отìетить, ÷то любая ìодификаöия последовательности кДНÊ  
генов öитохроìов Ð450 еще не гарантирует  эффективный синтез  ко-
дируеìых иìи ферìентов. Это связано с теì, ÷то на экспрессию белков 
ìожет оказывать влияние  состав последовательности клонируеìой ДНÊ. 
Êроìе того, показано, ÷то экспрессия öитохроìов Ð450 в клетках E. coli 
зависит от используеìых штаììов бактерий. Наибольший уровень экс-
прессии клонированных öитохроìов Ð450 был полу÷ен в штаììе DH5α 
[6]. Поэтоìу в данной  работе ìы использовали этот штаìì, а также наи-
более уда÷ный вариант ìодификаöии кДНÊ öитохроìа Ð450 2Å1 ÷еловека, 
обеспе÷ивающий саìый высокий уровень экспрессии белка в векторе 
pCWOri+ [6]. Для выявления экспрессии рекоìбинантного белка Cyp2E1 
в клетках DH5α, трансфорìированных полу÷енной наìи рекоìбинантной 
плазìидой pCW/ΔCyp2Å1, были использованы спеöифи÷ные к Cyp2E1 
ìыши поликлональные антитела кролика, полу÷енные ранее в нашей 
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Ðис. 1. Êлонирование кÄÍÊ цитохрома Ð450 2Å1 в векторе pCWOrі+.

À –  ìодификаöия нуклеотидной последовательности кДНÊ öитохроìа Ð4502Å1 
ìыши, кодирующей N-конöевую последовательность белка: Cyp2Å1 – нативная 

нуклеотидная и аìинокислотная последовательности öитохроìа Ð4502Å1; ΔCyp2Å1 – 
ìодифиöированная нуклеотидная и  аìинокислотная последовательности öитохроìа 

Ð4502Å1. Черто÷каìи обозна÷ены делетированные нуклеотиды и соответствующие иì 
аìинокислоты в ìодифиöированной N-конöевой последовательности Cyp2Å1.  Òо÷каìи 

над ìодифиöированной нуклеотидной последовательностью Cyp2е1 обозна÷ены 
нуклеотидные заìены, не изìеняющие перви÷ную структуру белка. 

Б – схеìа клонирования кДНÊ гена öитохроìа Ð4502Å1 ìыши в векторе pCWOri+.

Fіg. 1. Clonіng of cytochrome P450 2E1 cDNA іn the vector pCWOrі+.

A – Modification of the mouse cytochrome P450 2E1 gene cDNA nucleotide sequence  
encoding the N-terminal amino acid sequence of the protein: Cyp2e1 and ΔCyp2e1 – 

native and modified cytochrome P450 2E1 gene cDNA nucleotide sequence; Cyp2E1 and 
ΔCyp2E1 – native and modified cytochrome P450 2E1 amino acid sequence. Rectangular 

box in the native nucleotide sequence of Cyp2e1 cDNA shows nucleotides deleted in 
the modified N-terminal sequence of the Cyp2e1 protein. The points under the modified 

Cyp2e1 nucleotide sequence show nucleotide substitutions which do not alter the 
primary structure of protein. 

B – Scheme of the mouse cytochrome P450 2E1 gene cDNA cloning into expression 
vector pCWOri+. Modified by PCR Cyp2e1 cDNA was restricted with NdeI - HindIII 
enzymes and ligated at sticky ends into plasmid vector pCWOri+ cut by the same 
enzymes. In the plasmid construct pCW/ΔCyp2E1 created by us Cyp2e1 cDNA is 

located  under two inducible tac promoters, which direct its transcription. 

 À

Á
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лаборатории [12]. На рис. 4 приведены результаты иììуноблот-анализа 
белкового состава тотального  клето÷ного  лизата трансфорìированных 
рекоìбинантной плазìидой  и индуöированных IPTG бактериальных 
клеток E. coli DH5α, а также выделенной  из этих клеток  ìеìбранной 
фракöии.  

 

Ðис. 2. ПÖÐ ампликон кÄÍÊ Cyp2e1 мыши, 
синтезированный с помощью модифицирующих 

праймеров на матрице рекомбинантной плазмиды  
pÅÒ24а-Сyp2E1 

 1 – ДНÊ ìаркер (GeneRulerTM100bp DNA Ladder, 
«Fermentas», Литва);  

2 – ПÖÐ аìпликон кДНÊ Cyp2e1 ìыши

Fіg. 2. PCR amplіcon of mouse Cyp2e1 cDNA 
synthesіzed by usіng of modіfyіng prіmers on the 

matrіx of the recombіnant plasmіd pET24a-Cyp2E1  
1 – DNA marker (GeneRulerTM100bp DNA Ladder, 

«Fermentas», Lithuania),  
2 – PCR amplicon of mouse Cyp2e1 cDNA.

Ðис. 3. Ðестриктный анализ 
рекомбинантной плазмиды pCW/

ΔCyp2Å1
1 – ДНÊ ìаркер (GeneRulerTM100bp DNA 

Ladder, «Fermentas», Литва); 
 2 – ДНÊ рекоìбинантной плазìиды 

pCW/ΔCyp2Å1, обработанной  
рестриктазаìи NdeI-HindIII

Fіg. 3. Restrіctіon analysіs of 
recombіnant plasmіd pCW/ΔCyp2E1 
1 – DNA marker (GeneRulerTM100bp 
DNA Ladder, «Fermentas», Lithuania),  
2 – DNA of the recombinant plasmid 

pCW/ΔCyp2E1 treated with restriction 
enzymes NdeI-HindIII.
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Ðекоìбинантный о÷ищенный öитохроì Ð450 2Å1 ÷еловека был взят 
наìи в ка÷естве контроля, поскольку полу÷енные наìи  антитела  к 
Cyp2E1 ìыши были также кросс-спеöифи÷ны и к этоìу öитохроìу. 
Êак видно из иììуноблота, ìодифиöированная  и клонированная наìи 
в векторе pCWOri+ кДНÊ гена Cyp2e1 эффективно экспрессируется в 
бактериальной культуре, о ÷еì свидетельствует нали÷ие  синтезирован-
ного Cyp2E1 ìыши как в клето÷ноì лизате, так и в ìеìбранной фракöии 
E. coli. 

Ðис. 4. Экспрессия рекомбинантного Сyp2E1 мыши в индуцированных IPTG 
клетках E. coli DH5α, трансформированных плазмидой pCW/ΔCyp2E1. 

Èммуноблот-анализ с использованием поликлональных анти-Сур2Å1 антител 
1 – суììарный  лизат клеток E. coli DH5α; 2 –  ìеìбранная фракöия клеток 

E. coli DH5α; 3 – рекоìбинантный Ñyp2E1 ÷еловека

Fіg. 4. Western blot analysіs of recombіnant mouse cytochrome P450 2E1 
expressed іn c E. coli DH5α cells, transformed wіth the pCW/ΔCyp2E1 plasmіd 

and іnduced wіth IPTG 
1 – the total protein lysate of E. coli DH5α cells; 2 – protein membrane fraction 

of E. coli DH5α cells; 3 – control-recombinant human cytochrome P450 2E1.

Òакиì образоì, в результате проделанной работы наìи ìодифиöиро-
вана и клонирована кДНÊ гена öитохроìа Ð450 2Å1 ìыши и показана ее 
экспрессия в клетках E. coli DH5α.   Дальнейшиì направлениеì наших 
работ является секвенирование клонированной последовательности и 
оптиìизаöия экспрессии Cyp2E1в клетках E. coli для наработки ферìента 
и исследования его структурных и функöиональных свойств.  
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ÃÅÒÅÐÎËÎÃ²ЧÍÀ ÅÊСПÐÅС²ß ÐÅÊÎÌÁ²ÍÀÍÒÍÎÃÎ 
ÖÈÒÎÕÐÎÌУ Ð450 2Å1 ÌÈШ²  Â ESCHERICHIA COLI

Ðеферат

Ìета. Êлонувати кДНÊ гена öитохроìу Ð450 2Å1 ìиші та отриìати 
експресію клонованої кДНÊ в E. coli. Ìетоди. Поліìеразна ланöюгова 
реакöія, ìетоди клонування, електрофорез, вестерн-блот аналіз. Ðезуль-
тати. При клонуванні кДНÊ гена öитохроìу Ð450 2Å1 ìиші були вико-
ристані експресую÷ий вектор pCWOri+  та штаì E. coli DH5α.  З ìетою 
отриìання експресії рекоìбінантного öитохроìу Ð450 2Å1 проведено 
ìодифікаöію послідовності кДНÊ гена, яка кодує N-кінöевий фрагìент 
білку, що призводить до делеöії послідовності з 3 по 23 аìінокислотний 
залишок, нуклеотидної заìіни у другоìу кодоні аланіну (GCG на GCT) 
та збільшення вìісту ÀÒ у 6 подальших кодонах за рахунок ìов÷азних 
заìін. Висновки. Вперше було клоновано із використанняì експресую÷ого 
вектору pCWOri+ кДНÊ гена öитохроìу Ð450 2Å1 ìиші (із вказаною 
ìодифікаöією) та отриìано його експресію в E. coli.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а :  öитохроì Ð450 2Å1, гетерологі÷на експресія в 
E. coli,  рекоìбінантний білок Ñур2Å1.

V. Zayets, V. Kіtam, V. Rushchak, O. Maksymchuk, M. Chashchyn

Institute of Molecular Biology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine, 150, 
Zabolotnogo str., Kyiv, 03680, Ukraine, e-mail: prima@imbg.org.ua

HETEROLOGOUS EXPRESSION OF RECOMBINANT MOUSE 
CYTOCHROME P450 2E1 IN ESCHERICHIA COLI

Summary

Aim. The cloning of  the mouse cytochrome P450 2E1 cDNA and 
obtaining of expression of cloned cDNA in E. coli. Methods. Polymerase 
chain reaction, cloning techniques, electrophoresis, Western blot. Results. 
For cloning of  the mouse cytochrome P450 2E1 cDNA  pCWOri+ expression 
vector and the strain E. coli DH5α  were used. To obtain recombinant 
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cytochrome P450 2E1   expression the cDNA gene sequence encoding the 
protein N-terminal fragment was modified, it was leading to deletion from 
3 to 23 amino acid residues, nucleotide substitution in the second Ala 
codon (GCG to GCT) and increasing AT content in the next six codons 
by silent substitutions.  Conclusions. For the first time by using the 
pCWOri+ expression vector the mouse cytochrome P450 2E1 cDNA (with 
this modification) was cloned and its expression was obtained in E. coli. 

 
Key  wo r d s : cytochrome P450 2E1, heterologous expression in E. coli, 

recombinant Cyp2E1.


