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 # ВВЕДЕНИЕ

Использование флуоресцентных белков в мо�
лекулярной и клеточной биологии является рево�
люционным подходом, позволяющим непосред�
ственно наблюдать процессы, происходящие с
участием отдельных молекул [1, 2]. Наиболее по�
пулярными областями их применения являются
визуализация временной и пространственной лока�
лизации белков, а также их взаимодействий in vivo.
С этой целью проводят конструирование и экс�
прессию гибридных генов, кодирующих какой�
либо из известных флуоресцентных белков и це�
левой полипептид, под контролем необходимых
регуляторных элементов. В большинстве случаев
продукт экспрессии, приобретая флуоресцент�
ные свойства, сохраняет специфические функци�
ональные характеристики и локализацию [1].

 Сокращения: 10Fn3 – 10�й домен фибронектина человека
типа III, FITC – изотиоцианат флуоресцеина; IPTG – изо�
пропил�β�D\тиогалактопиранозид, GFP – зеленый флуо�
ресцентный белок, sfGFP – суперфолдирующийся GFP,
mRFP – мономерный красный флуоресцентный белок,
mEGFP – мономерный усиленный зеленый флуоресцент�
ный белок.

# Автор для переписки (тел./факс: +7 (495) 330�69�83;
эл. почта: lpetr65@yahoo.com). 

Альтернативным инструментом для детекции
и визуализации являются гибридные белки, в со�
став которых входят флуоресцентный белок и по�
липептид, обеспечивающий связывание с целе�
вой молекулой. В зависимости от поставленной
задачи, эта часть гибрида может представлять со�
бой рекомбинантное антитело или его фрагмент
[3–9], а также белок А Staphylococcus aureus [10].
Такие молекулы могут быть использованы в каче�
стве реагентов для проведения различных исследо�
ваний in vitro, включая иммунофлуоресцентный
анализ (аналог ELISA), конфокальную микроско�
пию, флуоресцентно�активированный клеточный
сортинг и другие методы. Их основным преимуще�
ством является простота и быстрота анализа, ко�
торый может быть проведен в одну стадию, а так�
же низкая стоимость производства белка с помо�
щью бактериальной экспрессии.

Несмотря на кажущуюся простоту и удобство
конструирования гибридов связывающих и флуо�
ресцентных белков, известно не так много приме�
ров подобных работ. Так, в работах [4–6] описано
получение гибридных белков, состоящих из од�
ноцепочечного антитела и GFP, путем экспрес�
сии в периплазме бактериальных клеток, однако
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уровень их синтеза был крайне низким. При экс�
прессии в цитоплазме Escherichia coli большая
часть гибридного белка обнаруживалась в составе
нерастворимых тел включения [7]. Использова�
ние штаммов, обеспечивающих замыкание ди�
сульфидных связей в цитоплазме клеток, привело
к увеличению выхода белка в растворимой фор�
ме, однако доля активных гибридных молекул
осталась невысокой [8].

В работе [9] описано получение полноразмер�
ных молекул IgG, объединенных с “суперфолди�
рующимся” GFP (sfGFP). Различные варианты
гибридных белков содержали от 2 до 8 молекул
sfGFP, что способствовало усилению флуорес�
центного сигнала. При внутриклеточной экс�
прессии в E. coli продукты экспрессии образовы�
вали тела включения, однако использование
разработанной авторами технологии ренатура�
ции позволило добиться выхода около 50 мг ак�
тивного гибридного белка из 1 л культуры. В на�
стоящее время трудно прогнозировать, насколько
описанный подход окажется эффективным для
экспрессии аналогичных гибридов с другими ан�
тителами.

Предположительно, основным препятствием
на пути получения гибридов связывающих и флу�
оресцентных белков является различие условий,
обеспечивающих их правильный фолдинг. Свора�
чивание флуоресцентных белков и созревание
хромофора требует восстанавливающих условий
[11], в то время как для замыкания дисульфидных
связей, присутствующих в молекулах антител и их
аналогов, необходима окислительная среда [12].

В последнее время перспективным направле�
нием в инженерии связывающих молекул являет�
ся конструирование искусственных аналогов ан�
тител на основе альтернативных каркасных белков.
Такие белки отличаются высокой стабильностью и
небольшим размером, который обеспечивает бо�
лее эффективное проникновение в ткани и поз�
воляет использовать их в качестве партнеров в со�
ставе гибридных молекул [13]. Одним из наиболее
популярных каркасных белков является 10�й домен
фибронектина типа III (10Fn3), который обладает
небольшим размером (10 кДа), высокой термо�
стабильностью и хорошей растворимостью [14].
Отсутствие остатков цистеина обеспечивает воз�
можность его эффективной экспрессии в цито�
плазме бактериальных клеток, что может быть ис�
пользовано для конструирования гибридных
флуоресцентных белков. 

Целью нашей работы явилось конструирова�
ние гибридного гена, кодирующего 10Fn3 и крас�
ный флуоресцентный белок mCherry, изучение и
оптимизация его экспрессии в клетках E. coli для
обеспечения высокого уровня синтеза белка в ци�
топлазме клеток бактерий преимущественно в
растворимой форме, а также получение на основе

предложенной конструкции гибридного флуо�
ресцентного белка ChIBF, содержащего αVβ3�ин�
тегринсвязывающий вариант 10Fn3. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Наиболее известным и хорошо изученным
флуоресцентным белком является зеленый флу�
оресцентный белок GFP, выделенный из медузы
Aequorea victoria, и его усовершенствованные
варианты [1]. Однако известно, что экспрессия
GFP и содержащих его гибридных белков в клет�
ках E. coli зачастую сопровождается образованием
нерастворимых агрегатов [7, 15]. Кроме того, реа�
генты, максимум флуоресценции которых лежит
в красной области, обладают рядом преимуществ,
включая низкий уровень собственной флуорес�
ценции клеток в этой области, более высокую
проницаемость тканей для красного света и хоро�
шую совместимость с лазерной техникой для кон�
фокальной спектроскопии. Поэтому мы остано�
вили свой выбор на красном флуоресцентном
белке mCherry, который был получен на основе
белка DsRed из кораллов рода Discosoma [16].
mCherry представляет собой мономерный белок с
максимумом флуоресценции 610 нм, быстрым
созреванием и высокой фотостабильностью. От�
сутствие способности к димеризации также явля�
ется преимуществом mCherry, поскольку снижает
вероятность агрегации и негативного влияния на
функции белка�партнера [1].

Ранее нами был сконструирован искусствен�
ный ген 10Fn3, оптимизированный для бактери�
альной экспрессии [17]. Для объединения генов
mCherry и 10Fn3 в единой рамке считывания было
проведено их совместное клонирование в вектор
для экспрессии на основе pET32а под контролем
сильного регулируемого промотора Т7lac. Для
обеспечения независимого сворачивания белко�
вых партнеров между кодирующими их генами
была добавлена последовательность, кодирую�
щая глицил�сериновый линкер. На 3'�конце по�
лученного гибридного гена расположена после�
довательность, кодирующая гексагистидиновый
фрагмент, для последующей очистки при помощи
металлоаффинной хроматографии.

На первом этапе работы мы сконструировали
ген гибридного белка Fn3Ch, на N�конце которо�
го должен располагаться полипептид 10Fn3, а на
С�конце – mCherry (рис. 1а). Методом белкового
электрофореза установлено, что в результате экс�
прессии этого гена в клетках штамма BL21(DE3)
происходит эффективный (до 20% общего кле�
точного белка) синтез полноразмерного гибрид�
ного белка Fn3Ch с подвижностью, соответству�
ющей молекулярной массе 40 кДа (рис. 1г, до�
рожка 2). Электрофорез аликвот супернатанта и
осадка, полученных после обработки биомассы
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клеток штамма�продуцента ультразвуком и цен�
трифугирования, показал, что большая часть про�
дукта экспрессии находится во фракции нерас�
творимых клеточных белков – телец включения
(рис. 2). Известно, что как 10Fn3, так и mCherry
являются хорошо растворимыми белками, поэто�
му данный результат может объясняться наруше�
нием процесса сворачивания белковых партнеров
в составе гибрида.

С целью повышения растворимости гибридно�
го флуоресцентного белка было принято решение

поменять местами составляющие его белки�парт�
неры. Вначале нами был получен ген гибридного
белка NCherry, на N�конце которого находится
mCherry, а на С�конце – 10Fn3 (рис. 1б). Однако
оказалось, что уровень синтеза такого гибридного
белка в клетках E. coli крайне низок (рис. 1г, до�
рожка 3).

Невысокий уровень бактериальной экспрес�
сии генов во многих случаях объясняется пони�
женной эффективностью процесса инициации
трансляции мРНК, которая, в свою очередь,
определяется доступностью инициирующего ко�
дона и участка связывания рибосом. Стабильная
вторичная структура этого участка мРНК может
затруднять инициацию и снижать выход целевого
белка [18]. Мы предположили, что оптимизация
5'�концевой последовательности гена mCherry
обеспечит более эффективную инициацию транс�
ляции соответствующей мРНК. С этой целью
была проведена замена участка гена, кодирую�
щего N�концевую аминокислотную последователь�
ность mCherry, фрагментом ДНК, кодирующим
первые шесть аминокислотных остатков mRFP
[19]. Предварительный анализ возможных вариан�
тов вторичной структуры мРНК вблизи иницииру�
ющего кодона, проведенный с помощью програм�
мы mfold (http://mfold.rna.albany.edu), показал, что в
модифицированной последовательности вероят�
ность образования стабильных элементов вторич�
ной структуры, включающих регуляторные участ�
ки, существенно ниже (данные не приведены). В
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Рис. 1. Экспрессия генов гибридных флуоресцентных
белков в клетках E. coli. а – Схематическое изображе�
ние гибридных белков Fn3Ch (а), NCherry (б), ChFn3
(в) с указанием N�концевых аминокислотных после�
довательностей mCherry. Белым цветом обозначен
10Fn3, серым – глицил�сериновый линкер, штрихов�
кой – mCherry. г – Гель�электрофорез в 13% ПААГ по
Лэммли суммарного клеточного белка штамма
BL21(DE3) без плазмиды (1) или трансформирован�
ного плазмидами pFn3Ch (2), pNCherry (3), pChFn3
(4), после индукции IPTG. М – стандарты молекуляр�
ной массы белков (Fermentas). 
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Рис. 2. Изучение растворимости гибридных флуорес�
центных белков в клетках E. coli. Гель�электрофорез в
13% ПААГ по Лэммли образцов фракций нераство�
римых (1, 3) и растворимых (2, 4) белков клеток
штамма BL21(DE3), трансформированного плазми�
дами pFn3Ch (1, 2) и pChFn3 (3, 4). М – стандарты мо�
лекулярной массы белков. Стрелкой указано положе�
ние гибридного белка.
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результате был получен ген гибридного белка
ChFn3 (рис. 1в).

Анализ экспрессии гибридного гена, содержа�
щегося в плазмиде pChFn3, продемонстрировал,
что данная конструкция обеспечивает более эф�
фективный синтез рекомбинантного белка в клет�
ках штамма BL21(DE3), чем pNCherry (рис. 1г, до�
рожка 4). После индукции уровень синтеза достига�
ет 20% общего клеточного белка, при этом большая
часть продукта экспрессии находится в раствори�
мой форме (рис. 2, дорожки 3, 4). В результате
сравнения интенсивности флуоресценции освет�
ленных лизатов бактериальных культур, экспрес�
сирующих полученные гибридные гены, мы уста�
новили, что уровень флуоресценции, обеспечивае�
мый в результате экспрессии гена ChFn3, превышает
уровень флуоресценции лизатов клеток, содержа�
щих белок Fn3Ch, в 4.3 раза (данные не приведены).
На основании полученных данных можно предпо�
ложить, что расположение mCherry на N�конце ги�
бридного белка способствует повышению его рас�
творимости в клетках бактерий.

Для подтверждения строения гибридного
белка мы провели анализ лизата культуры клеток
E. coli, продуцирующих ChFn3, с помощью Ве�
стерн�блота. В качестве контроля использовали
лизат штамма�продуцента mCherry, полученного
нами ранее (неопубликованные данные), а также
клеток, не содержащих плазмиду. Установлено,
что оба рекомбинантных белка, содержащих гек�
сагистидиновую последовательность, окрашива�
ются соответствующими антителами (рис. 3б, до�
рожки 2, 3), в то время как взаимодействие с анти�
телами к 10Fn3 обнаруживает только ChFn3 (рис. 3в,

дорожки 2, 3). Таким образом, в результате прове�
денной оптимизации нам удалось сконструировать
высокоэффективный продуцент гибридного белка
ChFn3, включающего mCherry и 10Fn3.

С помощью металлоаффинной хроматогра�
фии на Ni�NTA�сефарозе рекомбинантный белок
ChFn3 был получен в очищенном виде для более
детального исследования его свойств. При анали�
зе очищенного препарата с помощью белкового
электрофореза было установлено, что он пред�
ставлен двумя полосами с подвижностями, соот�
ветствующими 40 и 33 кДа, нижняя из которых
предположительно образуется в результате расщеп�
ления гибридного белка по остатку Met65 в процес�
се пробоподготовки и электрофореза в присутствии
додецилсульфата натрия [20]. Соответствующие
полосы обнаруживаются также при анализе лизатов
штаммов�продуцентов ChFn3 и mCherry методом
Вестерн�блота (рис. 3б, дорожки 2, 3).

Известно, что в ряде работ отмечалось наличие
растворимых высокомолекулярных агрегатов в
составе очищенных гибридных белков, содержа�
щих GFP [5, 21]. Для подтверждения монодис�
персности белка ChFn3 и отсутствия в препарате
продуктов протеолитической деградации мы про�
вели его исследование при помощи аналитиче�
ской гель�фильтрации на предварительно откалиб�
рованной колонке Superdex 200 (рис. 4). В качестве
контроля использовали ранее полученный препа�
рат mCherry. Время выхода обоих белков с колонки
соответствовало мономерной форме препаратов
(29 мин для mCherry, 26 мин для ChFn3).

Анализ спектров возбуждения и эмиссии флу�
оресценции рекомбинантного ChFn3 продемон�

(а) (б) (в)

116.0
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45.0
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Рис. 3. Анализ лизатов клеток штамма BL21(DE3) без плазмиды (1), продуцирующего белки mCherry (2) и ChFn3 (3) с
помощью гель�электрофореза (а) и Вестерн�блота с антителами к His6�последовательности (б) и 10Fn3 (в). М – стан�
дарты молекулярной массы белков.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 40  № 4  2014

ГИБРИДНЫЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ БЕЛКИ 409

стрировал их полную идентичность с известными
по литературным данным для mCherry [16] (мак�
симум возбуждения 587 нм, максимум эмиссии
610 нм) (рис.5). Таким образом, мы установили,
что гибридный белок, содержащий mCherry и
10Fn3, синтезируется в бактериальных клетках в
растворимом мономерном состоянии и демон�
стрирует спектр флуоресценции, характерный
для mCherry, что свидетельствует о наличии пра�
вильной конформации. Известно, что mCherry
обладает, по различным оценкам, в 2–4 раза более
высокой скоростью сворачивания, чем GFP, а
также менее гидрофобной поверхностью, что, ве�
роятно, способствует эффективному фолдингу и
повышению растворимости гибридного белка в
клетках бактерий [16]. Его недостатком является
невысокая яркость (47% от яркости mEGFP [16]).
В последнее время был получен ряд новых флуо�
ресцентных белков, обладающих высокой скоро�
стью сворачивания и повышенной яркостью [22],
которые в дальнейшем могут быть использованы
в подобных гибридных молекулах с целью их усо�
вершенствования.

Для демонстрации возможности применения
гибридных флуоресцентных белков на основе
10Fn3 с целью молекулярной визуализации мы
сконструировали вариант этого белка, связываю�
щий интегрин αVβ3. Интегрины – семейство гете�
родимерных гликопротеинов, расположенных на
клеточной поверхности и участвующих в межкле�
точной коммуникации [23]. αVβ3�Интегрин играет
ключевую роль в адгезии к белкам внеклеточного
матрикса, а также инициирует сигналы, индуциру�
ющие миграцию, пролиферацию и дифференци�
ровку клеток эндотелия, моноцитов, фибробла�
стов [24]. Он обладает способностью связываться с
последовательностью Arg�Gly�Asp в составе 10Fn3
[24], однако аффинность этого взаимодействия
недостаточно высока для того, чтобы содержа�
щий эту последовательность гибридный белок
ChFn3 можно было использовать для визуализа�
ции αVβ3�интегрина на поверхности клеток.

В работе [25] описано получение на основе
10Fn3 искусственного белка 3JCLI4, имеющего
пять аминокислотных замен в составе петли FG и
обладающего повышенной аффинностью по от�
ношению к αVβ3�интегрину (Kd = 6.82 × 10–9 М). С
помощью олигонуклеотиднаправленного мутаге�
неза мы сконструировали соответствующий ва�
риант гена ChFn3 и осуществили его экспрессию в
клетках E. coli, как описано для исходного ги�
бридного белка. Уровень синтеза данного вариан�
та гибридного белка – ChIBF – и его раствори�
мость в клетках бактерий оказались такими же
высокими, как и в случае ChFn3. При помощи
металлоаффинной хроматографии рекомбинант�
ный белок был получен в очищенном виде.

Связывающая активность гибридного белка
ChIBF была исследована методом конфокальной
микроскопии на клеточной линии MDCK (эпи�
телий почки собаки). Известно, что клетки MDCK
равномерно экспрессируют интегрины несколь�
ких типов (α2β1, α3β1, αVβ3) как на базальной, так
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Рис. 4. Гель�фильтрация mCherry (а) и гибридного
белка ChFn3 (б) на колонке Superdex 200.
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ресценции и спектр поглощения (3) гибридного бел�
ка ChFn3.
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и на латеральной мембранах [26]. Экспонирова�
ние интегринов, а также других молекул клеточ�
ной адгезии на поверхности эпителиальных клеток
обеспечивает их взаимодействие с соседними клет�
ками и внеклеточным матриксом, результатом ко�
торого является характерная для них поляризация.
Сигнальный каскад, инициируемый интегринами,
может оказывать влияние на дифференцировку и
пролиферацию этих клеток, а также участвовать в
формировании ответа на воспаление, поврежде�
ние и другие процессы [27].

В результате инкубации гибридного флуорес�
центного белка ChIBF с клетками линии MDCK с
помощью конфокальной микроскопии было про�
демонстрировано равномерное окрашивание кле�
точной поверхности (рис. 6, панель в). Аналогичная
картина наблюдалась при использовании моно�
клональных антител к αVβ3�интегрину (рис. 6, па�
нель б). В обоих случаях экспрессия αVβ3�интегрина
была обнаружена на базальной и латеральной мем�
бранах клеток, что соответствует литературным
данным [26]. Добавление белка ChFn3 сопровожда�
лось слабым диффузным окрашиванием клеток,

предположительно вследствие низкоаффинного
неспецифического связывания (рис. 6, панель г).

Необходимо отметить, что уровень продукция
αVβ3�интегрина существенно повышается на по�
верхности активированных клеток, а также в слу�
чае различных патологических состояний [28].
Повышенное содержание данного интегрина, ха�
рактерное для эндотелиальных клеток сосуди�
стой системы опухолей, может способствовать
метастазированию путем облегчения инвазии ра�
ковых клеток. Продемонстрирована важная роль
αVβ3�интегрина в патогенезе ревматоидного артри�
та, атеросклероза и глазных заболеваний [28–32].
Вследствие этого αVβ3�интегрин является перспек�
тивным молекулярным маркером для диагностики
указанных патологических процессов. Результаты
нашей работы позволяют предположить, что полу�
ченный нами гибридный флуоресцентный белок
ChIBF может быть использован в этих целях в ка�
честве дешевой и эффективной замены специфи�
ческих моноклональных антител. Разработанная
нами система экспрессии обеспечивает высокий
уровень синтеза рекомбинантного продукта в
клетках E. coli и в дальнейшем может являться ос�
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Рис. 6. Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток MDCK с помощью: а – красителя Hoechst 33342 (ядра клеток);
б – FITC�меченных антител к αVβ3�интегрину (положительный контроль); в – белка ChIBF; г – белка ChFn3 (отрица�
тельный контроль). Увеличение 600×.
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новой для получения аналогичных флуоресцент�
ных белков, обладающих различной связываю�
щей активностью.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали реактивы фирм “Bio�
Rad” (США), “Sigma” (США), “Merck” (США),
“Panreac” (Испания), компоненты сред для куль�
тивирования бактерий Difco (США). Растворы
готовили на деионизованной воде MilliQ.

Клонирование рекомбинантных ДНК осуществ�
ляли стандартными методами в клетках E. coli XL�1
Blue (Stratagene). Использовали ферменты произ�
водства “Fermentas” (Литва). Олигонуклеотиды
синтезированы фирмой “Евроген” (Россия). Ам�
плификацию генов с помощью ПЦР проводили с
использованием Pfu�полимеразы в условиях, реко�
мендованных производителем фермента.

Для получения плазмиды pFn3Ch фрагмент
ДНК, содержащий ген 10Fn3, амплифицировали
при помощи ПЦР на матрице плазмидной ДНК
pETFN3 [17] с использованием праймеров
T7prom и Fndim3 (таблица). Для амплификации
гена mCherry использовали праймеры Bam�Cherry
и Cherry�Xho, последовательности которых
включали участки узнавания соответствующих
рестриктаз, и плазмидную ДНК pmCherry�C1
(Clontech, США) в качестве матрицы. После об�
работки рестриктазами NdeI и BamHI в случае гена
10Fn3 и BamHI и XhoI в случае гена mCherry они бы�
ли совместно клонированы в вектор, полученный
путем обработки ДНК плазмиды pET32a (Novagen,
США) рестриктазами NdeI и XhoI. В результате бы�
ла сконструирована плазмида pFn3Ch, содержащая
гены 10Fn3 и mCherry в единой рамке считывания.

Для конструирования плазмид pNCherry и
pChFn3 ген mCherry амплифицировали с исполь�
зованием праймеров Nde_Ch или Nde_Ch2 соот�
ветственно и Che_Bam2, а ген 10Fn3 – с использо�
ванием праймеров Bam�FN и FN�Xho (таблица).

Полученные фрагменты обрабатывали рестрик�
тазами NdeI и BamHI в случае гена mCherry и BamHI
и XhoI в случае гена 10Fn3 и совместно клонировали
в вектор на основе плазмиды pET32a как описано
выше.

Для получения фрагмента ДНК, содержащего
ген 3JCLI4 [25], проводили двустадийную ПЦР на
матрице плазмидной ДНК pETFN3. На первом
этапе были получены два фрагмента, один с ис�
пользованием праймеров T7prom и JCL4r, а вто�
рой – с T7ter и JCLf (таблица). На втором этапе очи�
щенные продукты первого раунда ПЦР объединили
и провели второй раунд с праймерами T7prom и
T7ter. Полученный ПЦР�продукт был обработан
рестриктазами NdeI и XhoI и клонирован в вектор,
полученный обработкой плазмидной ДНК pChFn3
рестриктазами NdeI и XhoI. В результате была скон�
струирована плазмида pChIBF. Строение всех по�
лученных плазмид подтверждали рестриктным
анализом и секвенированием в пределах вставки
(ЦКП “Геном”, Россия).

Выделение белков. Клетки штамма E. coli
BL21(DE3) (Novagen), трансформированные од�
ной из полученных плазмид, выращивали в 200 мл
среды LB c ампициллином (100 мкг/мл) при 37°C до
А560 0.5–0.7 и индуцировали экспрессию рекомби�
нантных генов добавлением 0.2 мМ IPTG, после
чего продолжали культивирование в течение 4 ч
при 27°С. Для анализа уровня экспрессии мето�
дом белкового электрофореза из полученной куль�
туры отбирали количество клеток, соответствую�
щее 1 ОЕ560, центрифугировали 5000 об/мин в тече�
ние 5 мин и суспендировали в 100 мкл буфера для
нанесения. На гель наносили 1/10 образца после
прогрева при 95°С в течение 5 мин.

Биомассу после центрифугирования суспен�
дировали в буфере A (50 мМ Трис�HCl, рН 8.0,
1 мМ фенилметилсульфонилфторида, 200 мМ
NaCl) и разрушали клетки обработкой ультразву�
ком (Branson, США) на ледяной бане в течение
3 мин при 50% мощности. Для анализа растворимо�

Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных в работе

Праймер Последовательность ( 5'–3')

Bam�FN TATAAGGATCCGGTGGAGGTGGCTCTCTGGAAGTTGTTGCGGCGA

FN�Xho ACATACTCGAGGGTACGGTAGTTGATAGAG

Fndim3 TTATAGGATCCACCAGAACCACCTCCGCCGGTACGGTAGTTGATAGAG

Bam�Cherry ATAAGGATCCGGTGGAGGTGGCTCTGTGAGCAAGGGCGAGGAG

Nde_Ch TACTAACATATGGTGAGCAAGGGCGAG

Cherry�Xho ACATCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGC

Che_Bam2 TTATAGGATCCACCAGACTTGTACAGCTCGTCCATG

Nde_Ch2 TACTAACATATGGCAAGTTCTGAAGATGTTATCAAAGAGTTCATGCGC

JCL4f CGTGGTGATTGGAACGAAGGCTCTAAACCGATCTCTATCAAC

JCL4r CTTCGTTCCAATCACCACGTGGGGTAACCGCGTAAACGGTG
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сти отбирали аликвоту объемом 15 мкл, центрифу�
гировали 5 мин при 13000 об/мин и по отдельности
наносили на белковый форез супернатант и осадок.
Затем после центрифугирования препарат наноси�
ли на колонку Ni�Sepharose FastFlow (GE Health�
care, США), уравновешенную буфером А с 10 мМ
имидазолом, промывали буфером 20 мМ Трис�
HCl, рН 8.0, содержащим 0.5 М NaCl, 20 мМ ими�
дазол, и элюировали буфером 20 мМ Трис�HCl,
рН 8.0, содержащим 200 мМ NaCl, 300 мМ имида�
зол. Собирали содержащие окрашенный целевой
белок фракции и диализовали в течение ночи при
4°С против буфера 20 мМ Трис�HCl, рН 8.0,
200 мМ NaCl. 

Концентрацию белков рассчитывали с ис�
пользованием индивидуальных молярных коэф�
фициентов поглощения и измерения оптическо�
го поглощения при 280 нм.

Для сравнения флуоресценции осветленных
клеточных лизатов из каждой индуцированной
культуры отбирали количество клеток, соответ�
ствующее 2 ОЕ560, центрифугировали 5000 об/мин в
течение 5 мин и обрабатывали ультразвуком как
описано выше, после чего центрифугировали сус�
пензию в течение 10 мин при 15000 об/мин. Из�
мерение спектров флуоресценции осветленных ли�
затов и очищенного белка ChFn3 проводили на
спектрофлуориметре Fluorolog 3 (Horiba Jobin Yvon,
Япония), приобретенном в рамках Программы раз�
вития МГУ. 

Для анализа при помощи Вестерн3блота раз�
деленные гель�электрофорезом лизаты клеток
BL21(DE3), а также штаммов�продуцентов mCherry
и ChFn3 (по 0.1 ОЕ560 в лунку) переносили на нитро�
целлюлозную мембрану (Bio�Rad) по методу [33].
Окрашивание мембраны проводили с использова�
нием конъюгата анти�His�HRP (Invitrogen, США)
или моноклональных антител к 10Fn3 (Hybridoma
Laboratories, Россия) с последующей обработкой
конъюгатом анти�мышь�HRP (Sigma, США) в со�
ответствии с рекомендациями производителей. В
качестве субстрата использовали преципитирую�
щий однокомпонентный раствор TMB (GenWay
Biotech, США).

Аналитическую гель3фильтрацию проводили на
колонке Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare)
при скорости потока 0.4 мл/мин в буфере 100 мМ
Трис�HCl, рН 8.0, 150 мМ NaCl. Детекцию осу�
ществляли путем измерения поглощения в УФ�об�
ласти при длине волны 230 нм.

Конфокальная микроскопия. Для анализа взаи�
модействия полученных гибридных флуоресцент�
ных белков с интегрином αVβ3 использовали кле�
точную линию MDCK (эпителий почки собаки,
ATCC CCL�34). Клетки выращивали во флаконах
(Nunc) на среде RPMI�1640 с 7% эмбриональной
телячьей сывороткой и L�глутамином (ПанЭко,
Москва). Для пересева клетки снимали с подлож�

ки раствором EDTA�Трипсин (ПанЭко), 105 кле�
ток засевали на стерильные покровные стекла,
помещенные в лунки 6�луночного планшета в
объеме 200 мкл полной культуральной среды.
Клетки инкубировали 18–20 ч для формирования
монослоя. В качестве положительного контроля
добавляли меченные FITC моноклональные ан�
титела к интегрину αVβ3 человека (eBioscience,
США) в разведении 1 : 200. В опытные лунки до�
бавляли белки ChIBF или ChFn3 (отрицательный
контроль) в концентрации 0.5 мкM. В каждую
лунку также добавляли Hoechst 33342 (Sigma) для
окрашивания ядер. Клетки инкубировали 1 ч в
СО2�инкубаторе при 37°С и фиксировали при по�
мощи 1% параформальдегида в течение 30 мин
при 37°С, затем проводили отмывку буфером
PBS, содержащим 0.1% BSA и 0.02% NaN3. Об�
разцы фиксировали на предметном стекле при
помощи Mowiol 4.88 (Calbiochem) и анализирова�
ли на конфокальном микроскопе Nikon Eclipse
TE2000�E.
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Fluorescent Fusion Proteins with 10th Human Fibronectin Domain

L. E. Petrovskaya*, #, S. Sh. Gapizov*, **, L. N. Shingarova*, E. A. Kryukova*,
E. F. Boldyreva*, S. A. Yakimov*, E. V. Svirschevskaya*, E. P. Lukashev**, 

D. A. Dolgikh*, **, M. P. Kirpichnikov*, **
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*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
ul. Miklukho\Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

** Lomonosov Moscow State University, Biological Department

In the current paper we describe a new type of hybrid molecules including red fluorescent protein mCherry
and 10th type III human fibronectin domain (10Fn3) – one of the alternative scaffold proteins which can be
used for the construction of antibody mimics with various binding specificity. We have constructed different
gene variants encoding for the hybrid fluorescent protein and studied their expression in Escherichia coli cells.
It was shown that N�terminal position of mCherry and modification of its N�terminal amino acid sequence
promotes efficient bacterial expression of the hybrid protein in the soluble form. On the basis of the proposed
construction we have obtained the hybrid fluorescent protein ChIBF, containing αVβ3�integrin binding vari�
ant of 10Fn3, and demonstrated the possibility of its utilization for the visualization of αVβ3�integrin at the
surface of MDCK epithelial cells by confocal microscopy.

Keywords: 10th type III human fibronectin domain, mCherry, integrin αVβ3, epithelial cells, confocal microscopy
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