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Аннотация. Обзор содержит данные о строении биолюминесцентных систем 
морских животных, использующих в качестве светоизлучающих белков целен-
теразин-зависимые люциферазы. Показано, что благодаря доступности, стабиль-
ности и высокому квантовому выходу реакций эти люциферазы, а также их гене-
тические варианты с новыми полезными свойствами успешно используются как 
репортерные молекулы в разнообразных аналитических системах in vitro и in vivo. 
Их применение обеспечивает высокую чувствительность, простой дизайн и бы-
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Подавляющее число известных на сегодняш-
ний день светящихся организмов являются мор-
скими обитателями. Ключевой элемент биолю-
минесцентных систем – ферменты-оксигеназы 
(люциферазы), катализирующие окисление суб-
страта (люциферина) с выделением света в види-
мой области спектра. Несмотря на то, что мор-
ские светящиеся животные принадлежат к самым 
разным таксонам, обладают биолюминесцентны-
ми системами разной сложности, разным строе-
нием люцифераз и механизмом реакции, все они 
используют в качестве люциферина соединение 
с одинаковой структурой, содержащей имидазо-
пиразиноновый скелет – целентеразин (CTZ) или 
его близкие аналоги. Экспериментально показа-
но, что биосинтез CTZ осуществляется копепода-
ми [1] и, очевидно, попадает в другие организмы 
по трофическим цепям [2].

Среди целентеразин-зависимых люцифераз 
выделяют 2 различных по организации типа 
(рисунок): а) люциферазы, катализирующие 
окисление CTZ по кинетике Михаэлиса–Ментен 
с образованием целентерамида (СТМ) – декар-
боксилированного производного целентерази-
на, а также СО2 и кванта голубого цвета; б) Са2+-
регулируемые фотопротеины, которые пред-
ставляют собой устойчивый нековалентный 
комплекс из апобелка и окисленного субстрата в 
виде гидропероксицелентеразина. Белок вклю-
чает кальцийсвязывающие сайты классического 
EF-hand-типа, и присоединение Ca2+ вызывает 
декарбоксилирование CTZ с образованием ком-
плекса белок–СТМ–3Ca2+ с испусканием кванта 
голубого цвета. Таким образом, биолюминес-
ценция фотопротеинов имеет характер яркой 

быстрой вспышки и не зависит от присутствия 
кислорода в среде, а ее интенсивность всегда ли-
нейно зависит от концентрации белка. 

Биолюминесцентными системами перво-
го типа обладают, например, мягкие кораллы 
Renilla, копеподы Metridia и Gaussia, креветка 
Oplophorus; второй тип имеют медузы Aeqouria, 
Clytia, гидроидные полипы Obelia, гребневики 
Beroe и другие. Приведенный перечень организ-
мов, обладающих целентеразин-зависимой био-
люминесцентной системой, далеко не исчерпыва-
ющий, более подробно они описаны в обзоре [3]. 

Люциферазы многих организмов выделены 
и изучены: они представляют собой небольшие 
(17–35 кДа), за редким исключением одноце-
почечные белки. Кодирующие гены многих из 
них клонированы, получены рекомбинантные 
аналоги этих белков, а также их генетическимо-
дифицированные аналоги с новыми полезными 
свойствами, что открывает возможность для их 
масштабного исследования не только фундамен-
тального, но и прикладного характера. 

Как было уже упомянуто, природные CTZ-
зависимые люциферазы излучают свет в од-
ном и том же диапазоне с максимумами при 
460–480 нм, что можно объяснить одинаковым 
строением эммитера, образующегося в результа-
те окисления целентерамида, либо его близких 
аналогов в возбужденном состоянии [4]. Однако 
биолюминесцентные системы многих орга-
низмов содержат молекулу-переизлучатель, 
спектр свечения которой сдвинут в длинно-
волновую область (λмакс. = 510 нм), так на-
зываемый зеленый флуоресцентный белок 
(GFP). Он был открыт О. Шимомурой при 

Типы целентеразин-зависимых биолюминесцентных систем. Luc – люцифераза; PhP – фотопротеин; CTZ – це-
лентеразин; CTM – целентерамид; CBP – целентеразин-связывающий белок; GFP – зеленый флюоресцентный 

белок
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изучении биолюминесценции медузы Aequorea 
aequorea [5], а затем обнаружен в биолюминес-
центных сиcтемах других организмов (например, 
Clytia и Renilla). Ген GFP клонирован, и к настоя-
щему времени получены не только рекомбинант-
ный вариант белка, но и множество его генетиче-
ских вариантов с новыми полезными свойствами. 
Это нетоксичные белки со сдвинутыми спектра-
ми флуоресценции и увеличенной яркостью, уд-
линенные различными биоспецифическими мо-
лекулами. Значение этого белка как флуоресцент-
ного репортера в биологических, медицинских и 
биотехнологических исследованиях трудно пере-
оценить. 

Интересно рассмотреть локализацию субстра-
та в этих биолюминесцентных системах. Моле-
кула целентеразина в силу своей гидрофобности 
легко проникает через клеточную мембрану и 
теоретически может распространиться по всему 
телу животного. Однако само предназначение 
биолюминесценции как инструмента, призван-
ного обеспечить выживание организма (защиту 
от хищника, привлечение партнера и др.) пред-
полагает ее постоянную готовность возникать 
в нужный момент. В Са2+-зависимых фотопро-
теинах предокисленный субстрат локализован 
внутри белка, который представляет собой ста-
бильный комплекс «три в одном», и сигнал воз-
никает мгновенно при нервном возбуждении, 
передаваемом потоком Са2+. В случае копепод 
целентеразин и люцифераза накапливаются по 
отдельности в специальных железах рачка и в 
момент возбуждения секретируются в среду, где 
мгновенно происходит окисление субстрата с 
возникновением светящегося облака [6]. В био-
люминесцентной системе Renilla CTZ прочно, но 
нековалентно иммобилизован внутри специаль-
ного Са2+-зависимого белка (СВР) и становится 
доступным окислению люциферазой при присо-
единении Са2+ [7]. В экспериментах in vitro по-
казано, что СВР является в несколько раз более 
эффективным субстратом, чем свободный целен-
теразин, очевидно, благодаря образованию меж-
белкового комплекса [8, 9]. Было обнаружено, что 
СВР Renilla может «работать» как эффективный 
Са2+-зависимый субстрат люциферазы копеподы 
Metridia longa [10] и искусственной люцифера-
зы NanoLuc [11], а также образовывать комплек-
сы не только с целентеразином дикого типа, но 
и с его синтетическими аналогами, например 
целентеразином-v [12] и фуримазином [11]. 

Для биолюминесцентной реакции CTZ-
зависимых люцифераз характерен высокий кван-

товый выход, например, для Са2+-регулируемых 
фотопротеинов гидромедуз он составляет 20–25% 
[13]. Этот факт в совокупности с доступностью 
рекомбинантных вариантов люцифераз, простым 
запуском биолюминесценции (это в особенности 
касается фотопротеинов), наличием синтетиче-
ских аналогов люциферина предопределили ин-
терес к практическому использованию этих фер-
ментов в качестве эффективных фоторепортеров 
в молекулярном анализе in vitro и in vivo. Три 
года назад нами был проведен обзор публика-
ций за последние 10 лет по применению CTZ-
зависимых люцифераз как эффективных анали-
тических инструментов для биомедицинских и 
биотехнологических исследований [14]. Как по-
казывает самый беглый анализ, интерес к этим 
исследованиям со стороны международного на-
учного сообщества не ослабевает, однако в рам-
ках настоящего мини-обзора будут в основном 
представлены результаты многолетних исследо-
ваний, проводимых в Институте биофизики СО 
РАН. Исследования морской биолюминесценции 
в нашем институте были инициированы в 60-е 
годы прошлого века и долгое время проводились 
под руководством академика РАН Иосифа Исае-
вича Гительзона [15]. 

Са2+-регулируемые фотопротеины – свойства 
и применение

В 1995 г. клонировали сДНК, кодирующую 
Са2+-регулируемый апофотопротеин обелин ги-
дроидного полипа Obelia longissima [16], что 
дало импульс для интенсивного изучения этого 
белка: был получен его рекомбинантный аналог 
[17], определена его пространственная струк-
тура и предложен механизм функционирования 
этой системы [18, 19]. В силу высокой гомологии 
аминокислотных последовательностей моле-
кулы гидроидных фотопротеинов, таких  как 
обелин (PDB 1EL4), акворин (PDB 1EJ3), кли-
тин (PDB 3KPX) и митрокомин (PDB 4NQG), 
похожи и представляют собой компактную 
глобулу, образованную восемью α-спиралями, 
формирующими N- и С-домены в виде «ча-
шек», краями соединенных друг с другом. 
Во внутреннюю полость молекулы обращены 
боковые радикалы гидрофобных аминокислот, 
которые обеспечивают изоляцию иммобилизо-
ванного здесь предокисленного субстрата. Три из 
четырех межспиральных участка включают Са2+-
связывающие последовательности EF-hand-типа. 
Аминокислоты, участвующие в локализации 
субстрата расположены во всех α-спиралях, и 
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как правило, являются консервативными. Для 
выяснения роли отдельных аминокислотных 
остатков в биолюминесцентной реакции фо-
топротеинов сайт-направленным мутагене-
зом было получено и тщательно изучено око-
ло двухсот вариантов этих белков. Результаты 
этих исследований суммированы в недавнем 
подробном обзоре [20].

Параллельно исследовали возможность ис-
пользования обелина и его мутантных вариантов 
в качестве репортеров в микроанализе in vitro. 
Были разработаны условия химического синте-
за конъюгатов обелина с различными биоспеци-
фическими молекулами (биотином, стрептави-
дином, гормонами, антителами и олигонуклео-
тидами, в том числе с ДНК (РНК) аптамерами), 
позволяющие максимально сохранить его био-
люминесцентную активность. Эти соединения 
использовали как специфические метки в микро-
анализе для выявления целого ряда диагностиче-
ски важных молекулярных мишеней (таблица). 

Знание структуры активного сайта белка и клю-
чевых аминокислотных остатков, участвующих в 
иммобилизации субстрата, позволило с помощью 
технологии сайт-направленного мутагенеза по-
лучить варианты обелина с новыми полезными 
свойствами – измененными спектральными харак-
теристиками и кинетикой биолюминесцентного 
сигнала. Среди них были получены два варианта 
обелина: вариант W92F; H22E с быстрой кинети-
кой сигнала (kd = 0,6 c–1) и сдвинутым в корот-
коволновую область спектром (λмакс. = 387 нм); 
вариант Y138F с замедленной кинетикой и длин-
новолновым сдвигом спектра (kd = 6,1 c–1; λмакс. = 
498 нм). Столь существенные различия сигналов 
позволяют осуществлять разделение белков с по-
мощью простых широкополосных фотофильтров 
и временного разрешения [21]. Белки оказались 
стабильными и яркими, на их основе был раз-
работан способ одновременного выявления двух 
мишеней в образце: одновременный иммуноана-
лиз гонадотропных гормонов (ЛГ и ФСГ), тоталь-
ного и иммуноглобулин-связанного (макро-) про-
лактина [22, 23], а также показаны преимущества 
этого подхода по сравнению с раздельным ана-
лизом мишеней. На основе этих репортеров был 
разработан способ выявления однонуклеотидных 
полиморфизмов, пригодный для проведения бы-
строго локального скриннинга распространен-
ности генотипов в популяции, а также выявления 
взаимосвязи с генетической предрасположенно-
стью к заболеванию. Так, были исследованы по-
лиморфизмы в гене рецептора меланокортина-1 

(MС1R), ассоциированные с риском возникно-
вения меланомы кожи [24]; полиморфизмы, свя-
занные с нарушениями системы гемостаза [25]; 
ряд полиморфизмов, предположительно связан-
ных с риском возникновения нейросенсорной 
тугоухости [26]; полиморфизм rs9904341 в регу-
ляторной области гена онкомаркера сурвивина с 
риском возникновения рака мочевого пузыря [27, 
28]. Анализ занимает 2 ч (вместе с наработкой 
матрицы) и существенно проще современных 
методов генотипирования на основе РТ ПЦР и 
секвенирования, а различие (более чем на по-
рядок) значений дискриминационного фактора 
обеспечивает его достоверность. Эти работы 
проводили в сотрудничестве с медиками НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина, Красноярского кра-
евого клинического онкологического диспансе-
ра им. А.И. Крыжановского и Сибирского науч-
но-клинического центра ФМБА России, при их 
проведении в краткие сроки было исследовано 
статистически значимое (несколько сотен) чис-
ло клинических образцов ДНК, что позволило 
сделать достоверные выводы об их взаимосвязи 
с соответствующим заболеванием.

Помимо химических конъюгатов, генетиче-
ским фьюзингом были получены бифункцио-
нальные гибридные молекулы обелина со стреп-
тавидином (Stavi-OL) и иммуноглобулин-свя-
зывающим фрагментом белка А Staphylococcus 
aureus (ZZ-OL) [29, 30]. При бактериальной 
экспрессии оба домена независимо формируют 
свои пространственные структуры и обладают 
свойствами «родительских» белков – способно-
стью прочно связываться с биотином и иммуно-
глобулинами класса G соответственно, а также 
Са2+-зависимой биолюминесценцией. Фактиче-
ски, благодаря природе полипептида, слитого с 
обелином, эти белки представляют собой уни-
версальные метки, способные выявлять любые 
молекулярные комплексы, содержащие биоти-
новый или иммуноглобулиновый компонент. 
Кроме того, были получены гибридные белки 
фотопротеинов, связывающиеся с конкретными 
мишенями. Недавно были получены гибриды с 
онкомаркерами (суривин-обелин и меланома-
ингибирующий белок MIA-обелин) как репор-
теры для выявления этих онкомаркеров в ми-
кроанализе конкурентного типа [31].

Уникальная способность фотопротеинов гене-
рировать свет в присутствии ионов Са2+ обусло-
вила их применение в качестве специфичного и 
чувствительного зонда для проведения монито-
ринга его  внутриклеточных потоков [14, 32]. Эти 



249
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 3 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 3

Б
ио
лю

м
ин

ес
це
нт
ны

й 
м
ик

ро
ан
ал
из

 н
а 
ос
но
ве

 C
T

Z
-з
ав
ис
им

ы
х 
ре
по
рт
ер
ов

Гр
уп
па

М
иш

ен
ь

За
бо
ле
ва
ни
е

Ре
по
рт
ер

О
бр
аз
цы

LO
D

 / 
ли
не
йн
ы
й 
ди
ап
аз
он

Л
ит

.
Кардиомаркеры

Тр
оп
он
ин

 I 
(с
ер
де
чн
ая

 
из
оф

ор
ма

) (
cT

nI
) ⃰

ин
фа
рк
т 
ми

ок
ар
да

N
an

oL
uc

 ~
 а
нт
и-

cT
nI

  
Д
Н
К

 а
пт
ам
ер

 
сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

5,
4 
нг

/м
л

[5
1]

O
L 

~ 
dT

30
сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

0,
04

–3
 н
М

[5
3]

 
Бе
ло
к,

 с
вя
зы
ва
ю
щ
ий

 ж
ир
ны

е 
ки
сл
от
ы

, с
ер
де
чн
ая

 и
зо
фо

рм
а 

(h
FA

B
P)

ин
фа
рк
т 
ми

ок
ар
да

N
an

oL
uc

 ~
 а
нт
и-

hF
A

B
P 

Ig
G

 
сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

1,
2 
нг

/м
л

[5
1]

Тр
оп
он
ин

 T
ин
фа
рк
т 
ми

ок
ар
да

St
av

i–
O

L
бу
фе
р

0,
67

–1
62

 н
г/
мл

[2
9]

М
ио
гл
об
ин

5,
6–

90
 н
г/
мл

К
ре
ат
ин

 к
ин
аз
а 
М

B
1,

6–
50

 н
г/
мл

Белки крови

Ге
мо

гл
об
ин

 (H
b)

 ⃰  
са
ха
рн
ы
й 
ди
аб
ет

би
фу
нк
ци
он
ал
ьн
ы
й 

РН
К

 а
пт
ам
ер

 к
 H

b 
 и

 
O

L
бу
фе
р

1,
6–

50
 н
М

[5
4]

Гл
ик
ир
ов
ан
ны

й 
ге
мо

гл
об
ин

 
(H

bA
1c

) ⃰ 
са
ха
рн
ы
й 
ди
аб
ет

O
L 

~ 
ан
ти

-H
bA

1c
 Ig

G
 

сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

3,
75

–1
5%

 о
т 
то
та
ль
но
го

 
ге
мо

гл
об
ин
а

[5
5]

Ig
G

 ч
ел
ов
ек
а,

 к
ро
ли
ка

, м
ы
ш
и

ZZ
–O

L 
бу
фе
р

4,
1–

10
00

 н
г/
мл

[3
0]

А
ут
оа
нт
ит
ел
а 
к 
ос
но
вн
ом
у 
бе
лк
у 

ми
ел
ин
а 
⃰

ра
сс
ея
нн
ы
й 
ск
ле
ро
з

O
L 

~ 
ан
ти

-О
БМ

 Р
Н
К

 
ап
та
ме
р

сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

чу
вс
тв
ит
ел
ьн
ос
ть

 6
3,

7%
сп
ец
иф

ич
но
ст
ь 

94
%

[5
6]

Гормоны

Л
ю
те
ин
из
ир
ую

щ
ий

 (Л
Г)

 
иф

ол
ли
ку
ло
ст
им

ул
ир
ую

щ
ий

      
      

    
(Ф
С
Г)

 го
рм
он
ы

на
ру
ш
ен
ия

 ф
ун
кц
ий

 
ге
не
ра
ти
вн
ы
х 
ор
га
но
в

O
L 

W
92

F,
H

22
E 

~ 
ан
ти

-Л
Г 

Ig
G

;
O

L 
Y

13
8F

 ~
 а
нт
и-
Ф
С
Г 

Ig
G

сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

0,
4 
и 

0,
34

 м
М
Ед

/м
л 

/   
     

     
     

  
1,

25
–1

60
 м
М
Ед

/м
л

[2
2]

О
бщ

ий
 и

 м
ак
ро

 п
ро
ла
кт
ин

 (P
R

L)
ги
пе
рп
ро
ла
кт
ин
ем
ия

O
L 

W
92

F,
H

22
E 

~а
нт
и-

PR
L 

Ig
G

;O
L 

Y
13

8F
 ~

 
ан
ти

-h
Ig

G
 

сы
во
ро
тк
ак
ро
ви

об
щ
ий

 P
R

L:
 3

,5
4 

± 
0,

5 
мМ

Ед
/м
л 

/ 5
6–

45
00

 м
М
Ед

/м
л 
ма
кр
о 

PR
L:

 
62

,5
–1

00
0 
нг

/м
л

[2
3]

С
во
бо
дн
ы
й 

(F
T4

) и
 т
от
ал
ьн
ы
й 

ти
ро
кс
ин

 (Т
Т4

)
ги
пе
рт
ир
ео
з г
ип
от
ир
ео
з

O
L 

~ 
ан
ти

-T
4 

Ig
G

 и
 

O
L 

~ 
T4

сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

0,
25

 н
М

 (F
T4

)1
5 
нМ

 (T
T4

)
[5

7]
ти
ре
от
ро
пи
н 

TT
Г

O
L 

~ 
ан
ти

-Т
ТГ

 Ig
G

0,
01

 м
М
Ед

/л

Онкомаркеры

Су
рв
ив
ин

 (S
ur

v)
ра
к 
мо
че
во
го

 п
уз
ы
ря

O
L–

Su
rv

мо
ча

0,
2–

54
 н
г/
мл

[2
8]

сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

0,
7–

54
 н
г/
мл

[3
1]

Бе
ло
к 
ин
ги
би
ру
ю
щ
ий

 
ак
ти
вн
ос
ть

 м
ел
ан
ом
ы

 (M
IA

)
ме
ла
но
ма

O
L–

M
IA

сы
во
ро
тк
а 
кр
ов
и

4,
5–

50
0 
нг

/м
л

[3
1]

ци
рк
ул
ир
ую

щ
ие

 к
ле
тк
и 
оп
ух
ол
и ⃰

ад
он
ок
ар
це
но
ма

 (р
ак

 
ле
гк
ог
о)

O
L 

~ 
ол
иг
он
ук
ле
от
ид

 
ко
мп

ле
ме
нт
ар
ны

й 
к 

Д
Н
К

 а
пт
ам
ер
у 

пл
аз
ма

 к
ро
ви

чу
вс
тв
ит
ел
ьн
ос
ть

 9
1,

5%
 

сп
ец
иф

ич
но
ст
ь 

75
%

[5
8]



250
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 3 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 3

Гр
уп
па

М
иш

ен
ь

За
бо
ле
ва
ни
е

Ре
по
рт
ер

О
бр
аз
цы

LO
D

 / 
ли
не
йн
ы
й 
ди
ап
аз
он

Л
ит

.
Инфекционные 

агенты

В
ир
ус

 к
ле
щ
ев
ог
о 
эн
це
фа
ли
та

ви
ру
с 
кл
ещ

ев
ог
о 

эн
це
фа
ли
та

14
D

5а
–R

m
7

кл
ещ

и
чу
вс
тв
ит
ел
ьн
ос
ть

 8
9,

5%
сп
ец
иф

ич
но
ст
ь 

98
,9

 %
[4

4–
46

]

14
D

5а
–M

Lu
c7

бу
фе
р

гл
ик
оп
ро

-т
еи
н 

E 
до

 4
5 
пг

 
[4

8]
Д
Н
К

 ф
ра
гм
ен
т 
ви
ру
са

 ге
па
ти
та

 
С

ви
ру
с 
ге
па
ти
та

 С
O

L 
~ 

St
av

i
бу
фе
р

10
. 1

0–7
–1

0.
10

–1
1  М

[5
9]

по
ве
рх
но
ст
ны

й 
ан
ти
ге
н 

H
bs

A
g

ви
ру
с 
ге
па
ти
та

 B
O

L 
~ 
ан
ти

-H
bs

A
g 

Ig
G

бу
фе
р

0,
37

 н
г/
мл

[6
0]

Sh
ig

el
la

 so
nn

ei
 L

PS
ш
иг
ел
ле
з

O
L 

~ 
ан
ти

- S
.so

nn
ei

 
Ig

G
бу
фе
р

0,
25

 н
г/
мл

Однонуклеотидный полиморфизм

ге
н 

B
IR

C
5

–3
1G

>C
 (r

s9
90

43
41

)
ри
ск

 р
аз
ви
ти
я 
ра
ка

 
мо
че
во
го

 п
уз
ы
ря

O
L 

W
92

F,
 H

22
E 

~d
T 30

; 
O

L 
Y

13
8F

 ~
 а
нт
и-

 
FI

TC
 Ig

G
ге
но
мн

ая
 Д
Н
К

 

О
Ш

 (д
ов
ер
ит
ел
ьн
ы
й 
ин
те
рв
ал

), 
p

1,
71

(1
,0

1–
2,

89
), 

0,
02

[2
7,

 2
8]

ге
ны

 C
AT

 (r
s4

94
02

4)
, N

C
L 

(r
s7

59
87

59
),

H
SP

A
1L

 (r
s2

22
79

56
), 

PC
D

H
15

 
(r

s7
09

54
41

), 
PO

N
2 

(r
s7

78
58

46
)

ри
ск

 р
аз
ви
ти
я 

не
йр
ос
ен
со
рн
ой

 
ту
го
ух
ос
ти

дл
я 

rs
49

40
24

, С
С

 ге
но
ти
п:

 
0,

34
(0

,1
6–

0,
72

); 
С
Т 
ге
но
ти
п:

 1
,9

6 
(1

,0
1–

3,
78

), 
0,

02
[2

6]

ге
н 

M
C

1R
    

    
    

    
    

    
    

    
    

    
    

    
    

  
rs

 1
80

50
07

 (R
15

1C
), 

    
    

    
    

    
    

    
    

 
rs

 1
80

50
08

 (R
16

0W
), 

     
     

     
     

     
     

  
rs

 1
80

50
09

 (D
29

4H
)

ри
ск

 р
аз
ви
ти
я 
ме
ла
но
мы

2,
93

(1
,2

9–
6,

65
), 

0,
01

3,
15

 (1
,3

2–
7,

5)
, 0

,0
1

[2
4]

ге
н 

FV
 (G

16
91

A
)

ри
ск

 р
аз
ви
ти
я 

тр
ом
бо
фи

ли
и

по
пу
ля
ци
он
ны

х 
ис
сл
ед
ов
ан
ий

 н
е 

пр
ов
од
ил
ос
ь

[2
5]

ге
н 

FI
I (

G
20

21
0A

) 
ге
н 

FV
II

 (G
10

97
6A

)

ге
н 

M
TH

FR
 (C

67
7T

)
ри
ск

 р
аз
ви
ти
я 
ве
но
зн
ы
х 

тр
ом
бо
зо
в

О
 б

 о
 з 
н 
а 
ч 
е 
н 
и 
я.

 O
L 

– 
С
а2+

-р
ег
ул
ир
уе
мы

й 
фо

то
пр
от
еи
н 
об
ел
ин

; R
m

7 
– 
му

та
нт
ны

й 
ва
ри
ан
т 
лю

ци
фе
ра
зы

 R
en

ill
a 

m
ue

lle
ri

; M
Lu

c7
 –

 и
зо
фо

рм
а 
лю

ци
фе
ра
зы

 M
et

ri
di

a 
lo

ng
a;

 S
ta

vi
 –

 с
тр
еп
та
ви
ди
н;

 Z
Z 

– 
им

му
но
гл
об
ул
ин

-с
вя
зы
ва
ю
щ
ий

 д
ом
ен

 б
ел
ка

 А
 S

ta
ph

yl
oc

oc
cu

s 
au

re
us

; 1
4D

5а
 –

 м
ин
иа
нт
ит
ел
о 
мы

ш
и 
к 
ви
ри
он
но
му

 б
ел
ку

 в
ир
ус
а 
кл
е-

щ
ев
ог
о 
эн
це
фа
ли
та

; (
 –

 ) 
ил
и 

( ~
 ) 

– 
хи
ми

че
ск
ий

 к
он
ью

га
т 
ил
и 
ги
бр
ид
ны

й 
бе
ло
к 
со
от
ве
тс
тв
ен
но

.
⃰ А
на
ли
з н

а 
ос
но
ве

 а
пт
ам
ер
но
й 
се
нс
ор
ик
и.

О
ко
нч
ан
ие

 т
аб
л.



251
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 3 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 3

белки имеют малый размер, активны в широком 
диапазоне рН, нетоксичны, а целентеразин легко 
проникает через клеточные мембраны. Значи-
тельный интерес представляет изучение внутри-
клеточной передачи сигналов ионами кальция, 
которая регулирует многочисленные клеточные 
процессы, включая сокращение мышц, нейрон-
ные сигналы, экспрессию генов, пролиферацию, 
апоптоз и т.д. С помощью методов молекулярной 
биологии конструируют клеточные линии, экс-
прессирующие фотопротеин, а также гибридные 
белки, содержащие сигнальные полипептиды, 
позволяющие адресно направлять репортер в раз-
личные компартменты клетки [33]. Поскольку 
концентрация кальция в цитоплазме и различных 
клеточных органеллах существенно варьирует, 
проводятся поиски генетических вариантов фо-
топротеинов с разной чувствительностью к Са2+, 
низкой чувствительностью к Mg2+, различными 
спектральными и кинетическими характеристи-
ками биолюминесцентного сигнала. Оказалось, 
что даже природные фотопротеины, несмотря на 
схожесть аминокислотных последовательностей, 
имеют разные диапазоны зависимости биолюми-
несцентного сигнала от концентрации Са2+ и раз-
ную чувствительность к присутствию Mg2+ [34, 
35], однако, в целом они укладываются в диапазон 
10–8–10–4 М. Варианты фотопротеинов с понижен-
ной чувствительностью, пригодных для измерения 
Са2+, например в митохондриях (миллимолярный 
диапазон), получают сайт-направленным мутаге-
незом и с помощью синтетических аналогов CTZ 
[36]. Не меньший интерес вызывают и варианты 
фотопротеинов с повышенной чувствительностью 
к Са2+ и одновременным сдвигом спектра свечения 
в длинноволновую область [37]. Это перспектив-
ные репортеры для мониторинга сигналов в клет-
ках и тканях.

CTZ-зависимые люциферазы – свойства                        
и применение

Биолюминесцентная система мягкого коралла 
Renilla reniformis имеет самую длительную исто-
рию изучения: первая публикация появилась в 
1961 г. [4]. Было показано, что люцифераза явля-
ется односубъединичным белком (Мм = 35 кДа), 
с температурным оптимумом 32 °С и максиму-
мом биолюминесценции при 480 нм. Информа-
ция о гене, кодирующем этот белок и получении 
его рекомбинантого варианта была опубликована 
в 1991 г. [38]. Позднее были получены реком-
бинантные белки биолюминесцентной системы 
Renilla muelleri [8].

Как уже упоминалось выше, биолюминес-
центная система Renilla включает три белка: 
люциферазу, Са2+-зависимый целентеразин-
связывающий белок (СВР) и зеленый флюо-
ресцентный белок. Благодаря этому составу 
биолюминесценция животного контролируется 
нервной системой и in vivo имеет сдвинутый в 
длинноволновую область спектр с максимумом 
сигнала при 509 нм. Зеленое свечение возникает 
благодаря безызлучательному переносу энергии 
возбужденного продукта окисления (целентера-
мида) на GFP, причем его интенсивность в не-
сколько раз превосходит интенсивность голубо-
го свечения (в отсутствие GFP). Этот процесс 
используется в различных аналитических систе-
мах на основе BRET (Bioluminescence Resonance 
Energy Transfer), которые широко применяют 
для фундаментальных и прикладных исследо-
ваний. К настоящему времени получено множе-
ство генетических вариантов как люциферазы, 
так и GFP, с новыми полезными свойствами: не-
токсичностью, расширенным диапазоном спек-
тра флюоресценции и т.д. [14].

Особый интерес представляют варианты при-
родной секретируемой биолюминесцентной си-
стемы, найденные, например, в морских копе-
подах Metridia и Gaussia, креветках Oplophorus 
gracilirostris и др. [6]. Были клонированы сДНК 
люцифераз 12 видов копепод, получены их ре-
комбинантные варианты дикого типа [39, 40] и 
ряд мутантных вариантов. На N-конце всех этих 
люцифераз расположен лидерный пептид, обе-
спечивающий их секрецию во внеклеточное про-
странство. Аминокислотная последовательность 
люцифераз содержит относительно большое чис-
ло высоко консервативных цистеиновых остатков 
(в Metridia longa и Gaussia princeps по 10 остатков 
цистеина), образующих несколько Cys-Cys мости-
ков, что, очевидно, определяет высокую стабиль-
ность белков. Пpименение cекpетиpуемых лю-
цифераз в качестве внутриклеточного репортера 
позволяет проводить выcокопpоизводительный 
неинвазивный монитоpинг метаболичеcки 
активныx клеток в режиме реального времени без 
их лизиса. Так, в работе [41] была получена кле-
точная линия меланомы человека Mel IL-hMLM3, 
стабильно экспрессирующая гуманизированный 
вариант люциферазы Metridia longa и показана 
возможноcть неинвазивного биолюминеcцент-
ного монитоpинга числа метаболичеcки 
активныx клеток по биолюминесценции аликвот 
cpеды в образцах, содержащих от 23 000 до 10 
клеток. Клетки могут быть иcпользованы для 
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монитоpинга их жизнеcпоcобноcти, оцен-
ки цитотокcичноcти pазличныx cоединений, 
а также для выcокопpоизводительного не-
инвазивного cкpининга пpотивоопуxолевыx 
пpепаpатов.

Большое число цистеиновых остатков услож-
няет получение этих белков с помощью бактери-
альной экспрессии, однако найденные эмпириче-
ски условия фолдинга открывают возможность 
для использования их в качестве репортеров в 
анализе in vitro [10, 42].

Несколько лет назад американская фирма 
«Promega» выпустила на рынок созданную ис-
кусственно целентеразин-зависимую люцифе-
разу NanoLuc, а также новый синтетический 
вариант целентеразина – фуримазин [43]. На-
звание Nano было ей присвоено как наимень-
шей из известных к тому времени люцифераз 
(Мм = 19 кДа). Белок представляет собой гене-
тически модифицированную каталитическую 
субъединицу люциферазы глубоководной кре-
ветки Oplophorus gracilirostris, нестабильную 
в отсутствие большой субъединицы (35 кДа). 
В результате мутагенеза (всего было замене-
но 16 аминокислот) была получена стабильно 
функционирующая люцифераза, которая при 
использовании фуримазина в качестве субстра-
та обладает в сотни раз более высокой актив-
ностью, высокой термостабильностью и уни-
кальной длительностью сигнала (t1/2 = 2,5 ч). 
Наличие коммерчески доступной люциферазы 
и субстрата, а также готовых наборов для раз-
нообразного применения быстро обеспечили 
популярность этой системе в качестве эффек-
тивного аналитического инструмента [14]. 

Люциферазы, в отличие от фотопротеинов, 
чувствительны к химическим модификациям 
и при попытке синтезировать специфические 
репортеры теряют значительную часть актив-
ности. Поэтому для анализа in vitro чаще все-
го получают гибридные варианты люцифераз, 
генетически-слитых с адресными полипепти-
дами [6, 44–49], или конструируют варианты, 
содержащие уникальные аминокислоты, обе-
спечивающие сайт-направленную химическую 
модификацию, которая практически не затра-
гивает биолюминесцентную функцию белка 
[50, 51].

Востребованным вариантом молекулярного 
анализа являются однофазные тест-системы, ког-
да все события происходят в одном объеме и ис-
ключаются длительные процедуры сорбции-де-
сорбции и промывки. Один из вариантов такой 
системы основан на использовании так называе-
мых сплит-систем, когда молекула люциферазы 
представлена в виде двух фрагментов, удлинен-
ных исследуемыми адресными полипептидами и 
способных комплементировать с восстановлением 
биолюминесцентной активности при сближении 
исследуемых биоспецифичных компонентов. По-
жалуй, наиболее успешным оказалось применение 
этой системы в случае люциферазы NanoLuc, где 
разработана пара фрагментов, способных ком-
плементировать с восстановлением активности и 
предоставляется в виде коммерческого продукта 
NanoBiT system [14]. Недавно подобная система 
была предложена нами для выявления вируса кле-
щевого энцефалита в клещах [52]. 

Приведенные данные показывают, что целен-
теразин-зависимые люциферазы являются эф-
фективным аналитическим инструментом, при-
годным как для проведения фундаментальных 
исследований, так и для прикладного использо-
вания в современной биотехнологии и биомеди-
цине. Доступность рекомбинантных аналогов 
люцифераз дикого типа, а также их генетически 
модифицированных вариантов с новыми полез-
ными свойствами, стабильность при получения 
специфичных меток с помощью химического 
коньюгирования или генетического фьюзинга, 
а также при длительном хранении в растворе, в 
замороженном и лиофилизированном виде, высо-
кая чувствительность анализа, часто сравнимая 
с чувствительностью радиоизотопного анализа, 
определяют перспективность разработки различ-
ных аналитических систем на их основе.

К сожалению, объем настоящего обзора не 
позволяет рассказать подробнее о глубоких фун-
даментальных исследованиях, направленных на 
установление структурных закономерностей и 
механизма реакции CTZ-зависимых люцифераз и 
других белков этих биолюминесцентных систем. 
Однако авторы надеются, что смогли пробудить 
интерес читателя к такому уникальному природ-
ному явлению,  как биолюминесценция, и науч-
ным исследованиям в этой области.
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