
ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2019, том 55, № 3, с. 231–236

231

ПОЛУЧЕНИЕ И ОЧИСТКА РЕКОМБИНАНТНОЙ 
ДИПЕПТИДИЛПЕПТИДАЗЫ 4 TENEBRIO MOLITOR

© 2019 г.   В. Ф. Терещенкова1, Е. В. Клячко2, С. В. Беневоленский2, М. А. Белозерский3,
Я. Е. Дунаевский3, И. Ю. Филиппова1, Е. Н. Элпидина3, *

1Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, химический факультет,
Москва, 119991, Россия

2Институт биохимии имени А.Н. Баха, Федеральный исследовательский центр “Фундаментальные основы 
биотехнологии” Российской академии наук, Москва, 119071, Россия

3Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Научно-исследовательский
институт физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского, Москва, 119991, Россия

*e-mail: elp@belozersky.msu.ru
Поступила в редакцию 26.10.2018 г.

После доработки 30.11.2018 г.
Принята к публикации 18.12.2018 г.

Дипептидилпептидаза 4 – уникальная пролин-специфичная пептидаза, способная гидролизовать
связи, образованные остатком пролина, отщепляя с N-конца пептидов и белков дипептид, содер-
жащий остаток этой иминокислоты в положении P1. В экспрессионной системе Pichia pastoris впер-
вые получен препарат рекомбинантной дипептидилпептидазы 4 из насекомого Tenebrio molitor и
предложен способ его очистки. Аутентичность полученного рекомбинантного фермента подтвер-
ждена масс-спектрометрически. Использование полученного препарата фермента T. molitor пер-
спективно для проведения гидролиза труднорасщепляемых богатых пролином пептидов и белков, в
частности проламинов – запасных белков семян злаковых растений, не гидролизуемых полностью
пищеварительными ферментами человека и вызывающих у предрасположенных людей аутоиммун-
ное заболевание желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) – целиакию.
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Пролин является единственной иминокисло-
той среди двадцати природных протеиногенных
аминокислот. В связи с этим богатые пролином
белки обладают рядом структурных особенностей.
Находясь внутри полипептидной цепи, пролин
формирует такую ее конформацию, которая пре-
пятствует деградации богатых пролином белков
пептидазами широкого спектра действия. В приро-
де гидролиз пролинсодержащих белков осуществ-
ляется преимущественно под действием особой
группы протеолитических ферментов – пролин-
специфичных пептидаз (ПСП). Важными предста-
вителями богатых пролином белков являются про-
ламины – запасные белки семян злаковых расте-
ний, составляющие основу рациона большинства
населения. В структуре проламинов содержится до
30% аминокислотных остатков пролина и до
50% остатков глутамина [1, 2]. Некоторые пептиды
проламинов, главным образом, глиадинов из се-
мян пшеницы, устойчивые к протеолизу пищева-
рительными пептидазами человека [3, 4], вызыва-
ют у предрасположенных людей аутоиммунное за-
болевание тонкого кишечника – целиакию.

Дипептидилпептидаза 4 (ДПП4, КФ: 3.4.14.5)
является наиболее изученной ПСП, которая мо-
жет быть использована для гидролиза труднорас-
щепляемых богатых пролином пептидов и бел-
ков, в частности проламинов семян, частичный
гидролиз которых приводит к появлению токси-
ческих пептидов, вызывающих у предрасполо-
женных людей заболевание ЖКТ. Фермент отно-
сится к сериновым пептидазам и гидролизует
связи, образованные остатком пролина, отщеп-
ляя с N-конца пептидов и белков дипептид, со-
держащий остаток этой иминокислоты в положе-
нии P1 [5, 6], и может рассматриваться в качестве
потенциального кандидата для создания препа-
рата, способного скорректировать недостатки в
работе пищеварительной системы человека.

Цель работы – получение рекомбинантной
формы пищеварительной ДПП4 насекомого Tene-
brio molitor [7], вредителя зерновых культур, для
которого проламины являются главными пище-
выми белками.

УДК 577.15.08;577.152.34
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МЕТОДИКА
Материалы. В работе использовали следую-

щие реактивы: акриламид, метилен-бис-акрила-
мид, N,N,N',N'-тетраметилэтилендиамин (“Re-
anal”, Венгрия), персульфат аммония, додецилсуль-
фатнатрия (ДДС-Na), 2-амино-2-гидроксиметил-
пропан-1,3-диол (“ICN Biomedicals”, США), дитио-
треитол (ДTT, “Fluka”, Швейцария), Кумасси G-250
(“Serva”, Германия), 2-[4-(2-гидроксиэтил)пипе-
разин-1-ил]этансульфоновая кислота (HEPES,
“Carl Roth”, Германия); имидазол (“Panreac”,
США); Ni2+-NTA сефароза (“GE Healthcare”, Ве-
ликобритания); трипсин для масс-спектрометри-
ческого анализа (“Promega”, США); субстраты:
Ala-Pro-AMC (AMC - остаток 7-амино-4-метил-
кумарина) (“GeneCust”, Люксембург), Ala-Pro-
pNA (pNA - остаток п-нитроанилина) был синте-
зирован по стандартным методикам [8] в лабора-
тории химии белка кафедры ХПС химического
факультета МГУ им. М.В. Ломоносова; зеоцин
(“Invitrogen”, США); дрожжевой экстракт без
аминокислот (“BD Difco”, США).

Клонирование гена ДПП4 T. molitor. Для выде-
ления суммарной РНК были извлечены кишеч-
ники из 10 личинок T. molitor. Кишечники были
очищены от содержимого, заморожены в жидком
азоте и гомогенизированы. Суммарная РНК была
выделена с использованием набора PureLink RNA
Mini Kit “Thermo Fisher Scientific Inc.” (США) со-
гласно протоколу производителя.

Рекомбинантная плазмида, содержащая
вставку гена, кодирующего целевой белок, была
получена в “Еврогене” (Россия). Для клонирова-
ния заданной последовательности были синтези-
рованы специфические праймеры:

DPP-dir1 5'-ATACCCCACGGAAGTCAGG,
DPP-dir2 5'-ACCTGGACCCTACGTCATCG,
DPP-rev1 5'-TTCCGTGGGGTATTGGTCCTC,
DPP-rev2 5'-AGGGTCCAGGTCCTTGACAGAC.
С помощью праймеров:
DPP-out/d 5'-CATTCAGCTATGATTCTTCATAAGG,
DPP-out/r 5'-AAGGACACTGCTGCGACAG

была проведена амплификация полноразмерной
кДНК ДПП4. Для удобства дальнейшей работы
были введены сайты узнавания рестриктазами
SalI/NheI, сайт KEX2, на С-конец фермента была
добавлена последовательность, соответствующая
6-гистидиновому тегу (His6-tag) для упрощения
процедуры очистки.

Полученная последовательность была отсекве-
нирована и протестирована на наличие случайных
замен, которые могли быть устранены в случае об-
наружения, и вставлена в плазмиду pPICZalfaA.

Получение препарата рекомбинантной ДПП4
T. molitor в экспрессионной системе Pichia pastoris.
Для конструирования продуцента рекомбинант-
ной ДПП4 T. molitor, полученная плазмида была ли-

неаризована и введена в клетки прототрофа P. pastoris
GS115-II-3 электропорацией. Отбор трансфор-
мантов осуществляли на чашках с агаризованной
средой YPD (г/л): дрожжевой экстракт – 10, пеп-
тон соевый – 20, глюкоза – 20, бактоагар – 20, со-
державшей зеоцин для селекции. Клоны с инте-
грированным в хромосому геном ДПП4 отбирали
с помощью ПЦР. Отобранные клоны ферменти-
ровали в качалочных колбах с отбойниками на ка-
чалке Innova 43250 об./мин в течение 65 ч при 28°С.
Ферментационная среда содержала 1% дрожжево-
го экстракта, 2% ферментационного пептона,
1.34% YNB, 100 мМ К-фосфатный буфер, pH 6.0,
1% метанола, 1% сорбитола и 4 × 10–5% биотина.
Для индукции экспрессии гена рекомбинантной
ДПП4 T. molitor в среду добавляли метанол до
1% по объему каждые 24 ч. По окончании фер-
ментации культуральную жидкость, содержащую
рекомбинантную ДПП4 T. molitor, отделяли от
клеток центрифугированием. Аликвоты культу-
ральной жидкости хранили при –20°C.

Определение активности рекомбинантной ДПП4
T. molitor по хромогенному субстрату Ala-Pro-pNA.
Ферментативную активность ДПП4 определяли
по начальным скоростям гидролиза хромогенно-
го пептидного субстрата, содержащего остаток
п-нитроанилина для детекции. В ячейку микро-
планшета вносили от 3 до 50 мкл препарата фер-
мента и добавляли 0.1 М ацетат-фосфат-борат-
ный универсальный буфер (УБ) [9], pH 7.9, до ко-
нечного объема 195 мкл. Затем вносили 5 мкл
10 мМ раствора субстрата Ala-Pro-pNA в диме-
тилформамиде (ДМФА), конечная концентрация
субстрата составляла 0.25 мМ, концентрация
ДМФА в реакционной смеси – 2.5 об. %. Количе-
ство образовавшегося п-нитроанилина определяли
в 96-луночных планшетах на микропланшетном
фотометре ELx808 (“BioTek Instruments, Inc.”,
США), измеряя оптическое поглощение раствора
при 405 нм в нулевой момент времени и через раз-
личные промежутки. Смесь инкубировали при 37°C
во встроенном термостате прибора ELx808 или в
термостатируемом шкафу (“Binder”, Германия).

Активность пептидазы рассчитывали по формуле:

где а – активность препарата, нмоль/мин, k =
= 31.4 нмоль/oпт.eд. – количество п-нитроанили-
на, при котором оптическое поглощение раствора
было равно 1 оптической ед. (коэффициент опре-
делялся в специальном опыте путем построения
калибровочной прямой зависимости поглощения
растворов от концентрации п-нитроанилина),
dA405/dt – изменение поглощения раствора при
405 нм в момент времени t, о.ед./мин.

Очистка рекомбинантной ДПП4 T. molitor. Ре-
комбинантную ДПП4 T. molitor очищали методом
металл-хелатной аффинной хроматографии на

= 405a A ,k d dt
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колонке с Ni2+-NTA сефарозой, поскольку в ее
последовательность был введен His6-tag.

Для предварительной очистки 40 мл культу-
ральной среды концентрировали в 8 раз (до 5 мл)
и промывали 20 мМ Tрис-НCl буфером, рН 7.9, с
использованием ячейки для ультрафильтрации с
мембранными фильтрами YM-30 (“Amicon”, Ни-
дерланды). Затем наносили на колонку (1 × 5 см),
содержащую 3 мл Ni2+-NTA сефарозы. Элюцию
проводили ступенчато с использованием гради-
ента имидазола 0, 40, 150, 1000 мМ в 20 мМ Трис-
НCl буфере, рН 7.9. Активность проб определяли,
как описано выше. Последующее обессоливание
и концентрирование препарата проводили в
ячейке для ультрафильтрации Amicon с фильтра-
ми YM-30.

Проведение электрофореза и пост-электрофоре-
тического тестирования активности пептидазы в ге-
ле. Для проведения электрофореза использовали
вертикальные пластинки размером 80 × 70 × 1 мм
для заливки полиакриламидного геля и электро-
форетическую ячейку с источником тока Mini-
protean III (“BioRad”, США). Электрофорез про-
водили в нативных условиях в 4%-ном концен-
трирующем и 8%-ном разделяющем ПААГ,
содержащем 35 мМ HEPES и 43 мМ имидазола
при рН 7.2, как описано в [10]. Аликвоты фермен-
та с активностью 1 нмоль/мин по субстрату Ala-
Pro-pNA вносили в ячейку геля. Электрофорез
проводили в направлении от катода к аноду при
постоянном токе 20 мА до момента выхода краси-
теля (40–60 мин) при 4°С.

Постэлектрофоретическое тестирование ак-
тивности проводили непосредственно в геле с ис-
пользованием специфического флуорогенного
субстрата ДПП4 - Ala-Pro-AMC. После электро-
фореза гель инкубировали в 0.125 мМ Ala-Pro-
AMC в 0.1 М УБ при рН 7.9 в течение 10 мин при
37°С. Флуоресцирующие полосы продукта реак-
ции визуализировали под УФ-лампой при 366 нм.

Электрофорез также осуществляли в денатури-
рующих условиях по методу Леммли в 4%-ном
концентрирующем и 8%-ном разделяющем ПААГ.
Перед нанесением на гель пробы инкубировали в
буфере для приготовления образца согласно мето-
ду. Электрофорез проводили в направлении от ка-
тода к аноду при напряжении 200 В до момента вы-
хода красителя (примерно 60 мин). После заверше-
ния электрофореза для визуализации белковых
полос блок геля окрашивали Кумасси G-250.

Масс-спектрометрический анализ. Для прове-
дения масс-спектрометрического анализа белков
препараты очищенных ферментов подвергали
электрофорезу в нативных условиях, как описано
выше. Окрашенную Кумасси G-250 белковую по-
лосу, соответствующую активности по флуоро-
генному субстрату Ala-Pro-AMC, вырезали из ге-

ля, и содержащийся в ней белок гидролизовали
трипсином [11].

Масс-спектрометрический анализ триптиче-
ских гидролизатов был проведен на тандемном
MALDI-времяпролетном масс-спектрометре Ul-
traflextreme MALDI-TOF-TOF BRUKER (“Bruker
Daltonik”, Германия), оснащенном УФ лазером
(Nd). Масс-спектры получены в режиме положи-
тельных ионов с использованием рефлектрона.
Точность измеренных масс после докалибровки
по пикам автолиза трипсина составляла 30 ppm
(0.01%). Спектры фрагментации получены в тан-
демном режиме Lift, точность измерения масс
фрагментов 1 Да. Полученные масс-спектры ана-
лизировали с использованием сервера Mascot [12]
и внутренней базы последовательностей из тран-
скриптома кишечника личинок T. molitor [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Наиболее простыми системами для получения
рекомбинантных белков являются бактериаль-
ные клетки. Однако такие системы подходят, в
основном, для получения бактериальных белков,
поскольку не могут обеспечить необходимые
пост-трансляционные модификации, характер-
ные для белков более сложных организмов. Ана-
лиз литературных данных показал, что в бактери-
альных системах E. coli были экспрессированы
только бактериальные ДПП4 [14, 15]. Для экс-
прессии ферментов млекопитающих использова-
ли более сложные системы на основе дрожжевых
клеток Pichia pastoris [16], клеточных линий насе-
комых Sf9 [17] и Hi5 [18], а также клеток из яични-
ков млекопитающего китайского хомячка (CHO,
Chinese Hamster Ovary) [19, 20].

Для получения рекомбинантной ДПП4 T. mo-
litor была выбрана система экспрессии P. pastoris,
обеспечивающая получение активного фермен-
та с высоким выходом и оптимальными пост-
трансляционными модификациями. Преимуще-
ством этой системы являлось отсутствие секре-
ции в культуральную жидкость собственных
дрожжевых цистеиновых и пролин-специфич-
ных пептидаз.

Для получения рекомбинантного белка ДПП4
T. molitor клетки прототрофа P. pastoris GS115-II-3
были трансформированы полученным вектором
pPICZalfaA-TmDPP4 (TmDPP4 – dipeptidylpepti-
dase 4 Tenebrio molitor) методом электропорации.
Схема конструкции представлена на рис. 1. Ре-
комбинантный белок был получен в пяти незави-
симых параллелях. На основании анализа фер-
ментативной активности по специфическому
субстрату ДПП4 Ala-Pro-pNA в полученных куль-
туральных средах, были отобраны штаммы, со-
держащие целевой фермент с максимальной фер-
ментативной и удельной активностями. Выход
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белка составил 44 мг из 1 л культуральной среды.
Благодаря введенному в последовательность
His6-tag белок был очищен в одну стадию с ис-
пользованием металл-хелатной аффинной хро-
матографии на колонке с Ni2+-NTA сефарозой
(рис. 2). Фракция активного фермента элюирова-
лась 150 мМ имидазолом. Сразу после очистки
фракции, содержащие активный фермент, были
обессолены и сконцентрированы. Выход по белку
составил 44%, по активности – 84%.

Аутентичность полученного рекомбинантного
фермента подтверждали масс-спектрометрически.
Для этого полученный препарат фермента подвер-
гали электрофоретическому анализу в ПААГ.
Пост-электрофоретическое тестирование актив-
ности с флуорогенным субстратом Ala-Pro-AMC
и окрашивание Кумасси G-250 показало наличие
одной белковой полосы в геле. С использованием

масс-спектрометрических подходов было под-
тверждено, что полученная последовательность
рекомбинантной ДПП4 T. molitor соответствовала
последовательности нативной ДПП4 T. molitor
(NCBI: MH265052, score 321, [12]) (рис. 3).

Таким образом, в данной работе был разрабо-
тан метод получения рекомбинантной ПСП–
ДПП4 T. molitor. Ранее было показано, что натив-
ный фермент ДПП4 T. molitor, полученный при
фракционировании экстракта средней кишки,
способен эффективно гидролизовать глиадины и,
по-видимому, может участвовать в пищеварении
насекомого [7].

Полученный рекомбинантный фермент может
быть использован для разработки терапевтиче-
ских средств и биологически-активных добавок,
улучшающих усвоение глютен-содержащей пи-
щи, а также для предобработки сырья при изго-

Рис. 1. Карта вектора pPICZalphaA-TmDPP4, содержащего вставку, кодирующую ДПП4 T. molitor (TmDPP4).
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Рис. 2. Очистка рекомбинантной ДПП4 T. molitor методом металл-хелатной аффинной хроматографии на Ni2+-NTA
сефарозе: 1 – содержание белка; 2 – активность фермента по специфическому субстрату Ala-Pro-pNA; 3 – градиент
имидазола (мМ).
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товлении безглютеновых напитков и продуктов
питания, включая питание для детей. В зависи-
мости от требуемого результата предлагаемый ре-
комбинантный фермент можно применять как в
качестве индивидуального препарата, так и в
комбинации с другими ферментами.

Известны работы по гидролизу глиадинов от-
дельными пептидазами, которые способны рас-
щеплять пептидные связи, образованные проли-
ном. К ним относятся пролилолигопептидазы из
Myxococcus xanthus, Sphingomonas capsulata и Flavo-
bacterium meningosepticum [21], пролилэндопепти-
дазы из Aspergillus niger [22, 23], аминопептидаза и
Х-пролилдипептидилпептидаза из A. oryzae [24,
25] и ПСП молочнокислых бактерий Lactobacillus
plantarum и Pediococcus pentosaceus [26], а также
других штаммов молочнокислых бактерий [27].
Описан гидролиз глиадинов цистеиновыми пеп-
тидазами. Так, в настоящее время разработаны спо-
собы получения в виде профермента (pro-ЕР-В2)
такого типа цистеиновой пептидазы из ячменя
Hordeum vulgare [28, 29] и усеченной формы ци-
стеиновой пептидазы тритикаина-альфа пшени-
цы Triticum aestivum [30], которые рекомбинантно
экспрессировали в бактериальной системе E. coli.
Преимуществом рекомбинантной ДПП4 T. moli-
tor является то, что полученный фермент входит в
состав природной энзиматической системы - пи-
щеварительного комплекса насекомых-вредите-
лей запасов зерновых культур, целенаправленно
приспособленной для гидролиза проламинов, что
может обеспечить большую эффективность в рас-
щеплении глиадинов и их токсических пептидов
по сравнению с приведенными аналогами.

Авторы выражают благодарность к. х. н. М.В. Се-
ребряковой за проведение масс-спектрометриче-
ского анализа препарата рекомбинантной ДПП4.
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Dipeptidyl peptidase 4 – is unique proline-specific peptidase, capable to hydrolyze bonds, formed by proline
amino acid residue, cleaving dipeptidyl peptidase from N-terminus of peptides and proteins, containing this
imino acid in P1 position. Recombinant dipeptidyl peptidase 4 from the insect Tenebrio molitor was prepared
for the first time in Pichia pastoris expression system. The purification method was proposed. The authentic-
ity of the obtained recombinant enzyme was confirmed by mass spectrometry. The use of the obtained prepa-
ration of the T. molitor enzyme is promising for the hydrolysis of resistant to proteolysis proline-rich peptides
and proteins, in particular prolamins – the main storage proteins of cereal seeds, which are not fully hydro-
lyzed by human digestive enzymes and cause autoimmune gastrointestinal celiac disease in susceptible group
of people.

Keywords: dipeptidyl peptidase 4, DPP4, Tenebrio molitor, gliadins, prolamins, celiac disease, preparation of
recombinant enzyme
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