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РЕФЕРАТ Семейство рецепторов, сопряженных с G-белками (GPCR), – одно из наиболее многочисленных 
семейств мембранных белков человека. Эти рецепторы, несмотря на их огромную важность для новых раз-
работок в области фармакологии и медицины, остаются малоизученными. Основной фактор, сдерживаю-
щий структурно-функциональные исследования GPCR, – отсутствие высокоэффективных систем гетеро-
логической продукции. Бесклеточные белоксинтезирующие системы, основанные на экстрактах из клеток 
Escherichia coli, в последнее время привлекают большое внимание в качестве эффективной альтернативы 
клеточным системам продукции рекомбинантных мембранных белков. Продукция GPCR в бактериаль-
ных бесклеточных системах затруднена из-за проблем, связанных с низкой эффективностью процесса 
инициации трансляции. Выход рецепторов может быть увеличен путем экспрессии слитых конструкций, 
содержащих дополнительные N-концевые аминокислотные последовательности-партнеры. В представ-
ленной работе для увеличения эффективности бесклеточного синтеза β2-адренорецептора, мускаринового 
M1 холинорецептора и соматостатинового рецептора типа 5 человека предложены три новые N-концевые 
последовательности. Показано, что использование N-концевого фрагмента (6 а.о.) бактериородопсина 
грамположительной бактерии Exiguobacterium sibiricum (ESR-tag), N-концевого фрагмента (16 а.о.) рибону-
клеазы А (S-tag) и белка Mistic из Bacillus subtilis позволяет увеличить выход GPCR в 5–38 раз и получить 
0.6–3.8 мг целевого белка из 1 мл реакционной смеси, что достаточно для структурно-функциональных ис-
следований. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бесклеточные системы синтеза, рецепторы, сопряженные с G-белками, инициация 
трансляции. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ а.о. – аминокислотный остаток; ББС – бесклеточная белоксинтезирующая система; 
МБ – мембранный белок; РС – реакционная смесь; ПС – питающая смесь; TM – трансмембранный; β2AR – 
β2-адренергический рецептор человека; ESR – бактериородопсин из Exiguobacterium sibiricum; ESR-tag – 
N-концевой фрагмент (6 a.о.) ESR; GPCR – рецепторы, сопряженные с G-белками; М1-mAChR – мускари-
новый ацетилхолиновый рецептор человека типа М1; SSTR5 – соматостатиновый рецептор человека типа 
5; S-tag – N-концевой фрагмент (16 а.о.) рибонуклеазы А; T7-tag – N-концевой фрагмент (11 а.о.) лидерной 
последовательности белка 10 бактериофага T7; TRX – тиоредоксин из Escherichia coli.

ВВЕДЕНИЕ
Интегральные мембранные белки (МБ) участвуют 
во многих процессах, необходимых для жизни от-
дельных клеток и многоклеточных организмов. Эти 
белки ответственны за клеточную энергетику, меж-
клеточное узнавание, а также за процессы проведе-
ния сигналов и транспорта различных веществ через 

клеточную мембрану [1]. Согласно современным дан-
ным, МБ составляют более 25% всех аминокислотных 
последовательностей, закодированных в геноме выс-
ших организмов, включая человека [2]. Один из фар-
макологически наиболее важных классов МБ – ре-
цепторы, сопряженные с G-белками (GPcr). В геноме 
человека идентифицировано более 800 генов, коди-
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рующих рецепторы этого семейства [3]. Именно мем-
бранные рецепторы этого класса служат мишенями 
для ~30% современных лекарственных средств [4]. 
Рецепторы семейства GPcr имеют гомологичную 
пространственную организацию, они содержат семь 
трансмембранных (ТМ) спиралей, а также внекле-
точный n-концевой и внутриклеточный c-концевой 
участки [5]. Сайты связывания низкомолекулярных 
соединений (лигандов) во многих случаях локали-
зованы в ТМ-домене рецептора, в то время как пеп-
тидные гормоны и регуляторы белковой природы 
взаимодействуют с n-концевым участком и внекле-
точными петлями [5].

GPcr представляют исключительный интерес 
для новых разработок в области фармакологии, 
однако их структурно-функциональные исследо-
вания значительно затруднены [5], что во многом 
связано с невозможностью выделения достаточных 
количеств белковых препаратов из природных ис-
точников, а также с трудностями, возникающими 
при создании высокоэффективных систем гетероло-
гической продукции этих МБ [6]. В течение послед-
него десятилетия совместное использование систем 
экспрессии, основанных на эукариотических клет-
ках, и новых методов рентгеноструктурного анализа 
позволило определить пространственные структу-
ры ряда рецепторов семейства GPcr [5], включая 
β2-адренорецептор (β2Ar) [7] и мускариновые хо-
линорецепторы M2 и M3 (mAchr) человека [8, 9]. 
Эти работы позволили значительно продвинуться 
в понимании принципов пространственной органи-
зации GPcr, однако для детального исследования 
функциональной динамики и механизмов работы 
мембранных рецепторов требуется применение 
спектроскопических методов высокого разреше-
ния, таких, как гетероядерная ЯМР-спектроскопия 
[10]. Для применения современных методов ЯМР-
спектроскопии необходимо иметь миллиграммовые 
количества белкового препарата, меченного ста-
бильными изотопами (2H, 13c, 15n) [10], что при ис-
пользовании эукариотических систем сопряжено со 
значительными финансовыми затратами. В то же 
время применение традиционных бактериальных 
систем экспрессии для продукции GPcr зачастую 
не позволяет добиться высоких выходов целевого 
белка и осложнено необходимостью разработки про-
токолов ренатурации [11].

В последнее время бесклеточные белоксинтезиру-
ющие системы (ББС) [12] и особенно системы, осно-
ванные на бактериальных экстрактах, приобретают 
все большую популярность в качестве альтернатив-
ного инструмента для рекомбинантной продукции 
МБ [13]. По сравнению с системами, основанными 
на клеточной продукции, ББС обладают рядом пре-

имуществ. Среди них можно выделить продукцию 
исключительно целевого белка, возможность синте-
за токсичных белков, простую процедуру синтеза 
селективно изотопно-меченных препаратов, а так-
же возможность прямого внесения в реакционную 
смесь (РС) различных агентов и кофакторов, способ-
ствующих стабилизации нативной пространствен-
ной структуры синтезированного белка в растворе 
[12, 13]. Например, для продукции МБ в раствори-
мой форме в РС могут добавляться компоненты мем-
браномоделирующих сред, такие, как мицеллы де-
тергентов, липид-детергентные бицеллы, липосомы 
и липид-белковые нанодиски [13–15].

Согласно опубликованным данным, прямая экс-
прессия генов GPCR в ББС малоэффективна [14, 
16–18]. Одной из возможных причин считается низ-
кая эффективность процесса инициации трансляции 
[18], вызванная образованием вторичной структуры 
5′-концевым фрагментом мРНК [19, 20]. Введение 
на 5′-конец гена целевого белка дополнительных 
нуклеотидных последовательностей, кодирую-
щих n-концевые полипептидные партнеры, такие, 
как фрагмент лидерной последовательности белка 
10 бактериофага t7 (t7-tag, 11 аминокислотных 
остатков, а.о., здесь и далее длина последователь-
ности указана с учетом n-концевого остатка Met) 
[14, 16], белок тиоредоксин Escherichia coli (trX) 
[17] или синтетические последовательности длиной 
1–6 а.о. [18], во многих случаях позволяет решить 
эту проблему и добиться необходимого уровня про-
дукции GPcr.

В представленной работе для увеличения эффек-
тивности бесклеточной продукции GPcr человека 
на примере β2Ar, M1-mAchr и соматостатинового 
рецептора типа 5 (SStr5) предложены три новых 
n-концевых партнера. Показано, что использование 
нуклеотидных последовательностей, кодирующих 
n-концевой фрагмент (6 а.о.) бактериородопсина грам-
положительной бактерии Exiguobacterium sibiricum 
(eSr-tag), n-концевой фрагмент (16 а.о.) рибонуклеа-
зы А (n-концевой фрагмент S-пептида, S-tag) и белок 
Mistic Bacillus subtilis, позволяет увеличить выход ре-
цепторов в 5–38 раз, обеспечивая продукцию целе-
вых белков на уровне, достаточном для дальнейших 
структурно-функциональных исследований.

ЭКСПЕРИмЕНТАЛЬНАя ЧАСТЬ

Дизайн и клонирование генов GPCR 
с дополнительными 5'-концевыми 
последовательностями 
В работе использованы укороченные гены рецепто-
ров β2Ar, M1-mAchr и SStr5 человека, содержа-
щие дополнительные замены, и 3′-концевые последо-
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вательности, кодирующие 10 остатков His (His
10

-tag) 
(см. «Результаты и обсуждение»). Молекулярные 
массы целевых белков составляли 38.2, 32.6 и 32.7 кДа 
соответственно. Нуклеотидные последовательности, 
кодирующие t7-tag (11 а.о., MASMtGGQQMG), S-
tag (16 a.о., MKetAAAKFerQHMDS), trX (11.8 кДа) 
и белок Mistic (12.8 кДа), были введены в одной рам-
ке считывания на 5′-конец укороченных генов GPcr 
(рис. 1) с использованием стандартных методов ген-
ной инженерии. Нуклеотидная последовательность, 
кодирующая eSr-tag (6 а.о., MeeVnL), была добав-
лена при помощи одностадийной ПЦР на 5′-конец 
укороченных генов GPCR взамен участков, кодирую-
щих n-концевые внеклеточные фрагменты рецепто-
ров (см. «Результаты и обсуждение»). Все эти генные 
конструкции были клонированы в вектор pET22b(+) 
(«novagen», США) под контроль Т7-промотора. 
Полученные векторы назвали рЕТ22b(+)/GPCR, 
рЕТ22b(+)/T7-tag-GPCR, pET22b(+)/S-tag-GPCR, 
рЕТ22b(+)/TRX-GPCR, рЕТ22b(+)/Mistic-GPCR 
и рЕТ22b(+)/ESR-GPCR (рис. 1).

Бесклеточная продукция GPCR
GPcr синтезировали в бесклеточной системе диа-
лизного типа на основе S30 экстракта из E. coli, ис-
пользуя протоколы [15, 21]. Конечная концентрация 
компонентов РС составляла: 100 мМ HePeS-KOH 
(«Fluka», США), pH 8.0, 8 мМ Mg(OAc)2

, 90 мМ KOAc, 
20 мМ ацетилфосфат калия («Sigma», США), 20 мМ 
фосфоенолпируват калия («Aldrich», США), набор 
аминокислот (по 1.3 мМ каждой), за исключением 
Arg, cys, Met, trp, Asp, Glu, концентрация каждой 
из которых составляла 1 мM, 0.15 мг/мл фолиевой 
кислоты («Sigma»), каждый из четырех рибону-
клеозидтрифосфатов в концентрации 1 мМ, инги-
битор протеиназ (X1 complete protease inhibitor®, 
«roche Diagnostics», Германия), 0.05% nan

3
, 2% по-

лиэтиленгликоль 8000 («Sigma»); 0.3 ед./мкл инги-
битора рибонуклеаз riboLock («Fermentas», Литва), 
0.04 мг/мл пируваткиназы («Fermentas», Литва), 
5.5 мкг/мл t7-полимеразы, 0.3 мг/мл плазмидной 
ДНК, 0.5 мг/мл суммарной тРНК (из E. coli Mre 600) 
(«roche Dagnostics», Швейцария), 30% от общего объ-
ема РС экстракта S30 из E. coli. Питающая смесь (ПС) 
имела такой же состав, как и РС, исключая высоко-
молекулярные компоненты: экстракт S30, плазмиду, 
ферменты, ингибитор рибонуклеаз. Синтез осущест-
вляли без добавления каких-либо мембраномоде-
лирующих сред в РС и ПС. Объем РС составлял 50 
мкл, объем ПС – 750 мкл. РС помещали в реактор, 
отделенный от раствора ПС полупроницаемой цел-
люлозной мембраной (размер пор 12 кДа, «Sigma», 
США). Инкубацию проводили в течение 20 ч при 30°С 
и умеренном перемешивании.

Выделение и очистка препаратов GPCR
РС, содержащие синтезированные GPcr, центрифу-
гировали в течение 15 мин при 14000 об/мин. Полу-
ченные осадки солюбилизировали в буфере А (20 мМ 
tрис-Hcl, 250 мМ nacl, 1 мМ nan

3
, pH 8.0), содержа-

щем 1% додецилсульфата натрия (SDS), 1 мМ дитио-
треитола и 8 М мочевины. Солюбилизированные бел-
ки наносили на колонку, содержащую ni2+-сефарозу 
(«Ge Healthcare», Швеция), промывали 10 объемами 
буфера А, содержащего 1% SDS, и элюировали тремя 
объемами буфера А, содержащего 1% SDS и 500 мМ 
имидазола. Образцы GPcr диализовали против бу-
фера А, содержащего 1% SDS.

Фракции элюата анализировали при помощи элек-
трофореза в ПААГ и Вестерн-блотинга, используя 
моноклональные антитела мыши против гексагисти-
диновой последовательности (His-tag® Monoclonal 
antibody, «novagen», США). Количество очищенных 
препаратов GPcr определяли спектрофотометриче-
ски по поглощению при 280 нм. Спектры КД получали 

рис. 1. Дизайн экспрессирующих векторов, содержа-
щих гены GPCR и дополнительные 5'-концевые по-
следовательности. Последовательности, кодирующие 
N-концевые партнеры, гены GPCR, сайты гидролиза 
тромбином и полигистидиновые последовательности, 
показаны розовым, фиолетовым, оранжевым и зе-
леным соответственно. Показаны сайты эндонуклеаз 
рестрикции, по которым гены GPCR клонировали 
в вектор pET22b(+)
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при комнатной температуре на спектрометре J-810 
(«Jasco», Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн генов GPCR
Для увеличения стабильности препаратов GPcr 
и уменьшения тенденции рекомбинантных белков 
к агрегации использовали укороченные варианты ре-
цепторов, дополнительно содержащие точечные за-
мены. При помощи методов генной инженерии были 
удалены n- и c-концевые внемембранные участки, 
не участвующие в связывании лигандов [7–9, 22–24]. 

Делеция c-концевых участков рецепторов привела 
к удалению остатков cys (241, 435 и 320), которые, 
как предполагается, являются сайтами посттрансля-
ционного присоединения остатков пальмитиновой 
кислоты в молекулах β2Ar, M1-mAchr и SStr5 со-
ответственно [7, 23, 24]. Кроме того, из молекулы M1-
mAchr был удален фрагмент цитоплазматической 
петли 3 (L3), которая также не участвует в связыва-
нии лигандов [8, 9, 25]. Полученные гены кодировали 
участки 25–340, 19–224/354–426 и 37–319 рецепто-
ров β2Ar, M1-mAchr и SStr5 человека соответ-
ственно. Для последующей очистки рекомбинантных 
белков с помощью ni2+-аффинной хроматографии 
на 3'-концевые участки генов дополнительно вводили 
последовательности, кодирующие His

10
-tag.

Укороченные гены рецепторов β2Ar, M1-mAchr 
и SStr5 кодировали 10, 9 и 10 остатков cys соответ-
ственно, из которых только остатки из внеклеточной 
области, возможно, участвуют в формировании вну-
тримолекулярных дисульфидных связей (cys106–
cys191 и cys184–cys190 в β2Ar; cys98–cys178 
и cys391–cys394 в M1-mAchr; cys112–cys186 
в SStr5, нумерация приведена для нативной по-
следовательности рецепторов). С целью уменьше-
ния агрегации рекомбинантных белков в результате 
образования «ненативных» межмолекулярных ди-
сульфидных связей, при помощи сайт-направленного 
мутагенеза заменили остатки cys, имеющие транс-
мембранную и цитоплазматическую локализацию. 
Так, используя данные [26, 27], остатки cys77, cys116 
и cys125 в последовательности β2Ar были заменены 
на Val, а остатки cys285, cys327 и cys265 – на Ser. 
В M1-mAchr остатки cys69, cys205, cys417, cys421, 
cys435 и cys460 заменили на Ser [28]. В SStr5 остат-
ки cys129, cys237 и cys260 заменили на Ser; остат-
ки cys169, cys218 и cys220 – на Val; а остатки cys51 
и cys298 – на Gly. Кроме того, в последовательность 
β2Ar дополнительно внесли «стабилизирующую» 
замену Glu122trp [29].

Экспрессия генов GPCR в бесклеточной системе
Добавление в РС бесклеточной системы мембрано-
моделирующих компонентов в некоторых случаях 
позволяет синтезировать МБ в растворимой и функ-
ционально активной форме [13–18]. Однако многие 
из подобных добавок, например молекулы детерген-
тов, способны негативно влиять на продуктивность 
системы, частично или полностью ингибируя син-
тез целевого белка [14–17]. Поэтому в нашей работе 
для сравнительного анализа эффективности экспрес-
сии генов GPCR с дополнительными 5'-концевыми 
участками мы не использовали мембраномоделиру-
ющие среды в процессе синтеза. При этом целевые 
белки накапливались в виде осадка РС. Осадки рас-
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рис. 2. Анализ эффективности бесклеточного синтеза 
GPCR в зависимости от 5'-концевой последователь-
ности генов. Уровень синтеза GPCR в отсутствие 
дополнительных 5'-концевых последовательностей 
обозначен «П.Э.» (прямая экспрессия). Уровень 
синтеза гибридных белков показан «незаполненны-
ми» столбцами, количества синтезированных целевых 
белков (цветные столбцы) показаны за вычетом доли, 
занимаемой N-концевыми партнерами. Каждое значе-
ние получено на основе усреднения результатов трех 
повторных опытов, относительная величина стандарт-
ного отклонения не превышала 15%. Количественное 
содержание препаратов GPCR оценивали спектрофо-
тометрически по поглощению при 280 нм после очист-
ки с помощью Ni2+-аффинной хроматографии
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творяли в «жестком» детергенте SDS в присутствии 
мочевины и восстанавливающего агента дитиотреи-
тола. Количество синтезированных белков оценивали 
спектрофотометрически после очистки растворенных 
осадков при помощи ni2+-аффинной хроматографии. 
Синтез целевых белков подтверждали с использова-
нием моноклональных антител против гексагистиди-
новой последовательности.

Как и ожидалось, прямая экспрессия укорочен-
ных генов β2AR, M1-mAChR и SSTR5 в ББС на осно-
ве экстракта S30 из E. coli была малоэффективна. 
Выход целевых белков после очистки не превышал 
0.1 мг с 1 мл РС (рис. 2). Следует отметить, что ранее 
мы наблюдали высокоэффективную продукцию (вы-
ход до 1.6 мг/мл [15]) бактериородопсина из грампо-
ложительной бактерии Ex. sibiricum (eSr) – струк-
турного гомолога рецепторов семейства GPcr, также 
содержащего семь ТМ-спиралей [30]. Мы предпо-
ложили, что низкий выход модельных GPcr свя-
зан с малой эффективностью инициации трансля-
ции, вызванной образованием вторичной структуры 
фрагментом мРНК в области начала целевого гена. 
Для подтверждения этого предположения в генах 
укороченных GPcr заменили 5'-концевые последо-
вательности, кодирующие внеклеточные n-концевые 
аминокислотные остатки, предшествующие первой 
ТМ-спирали (остатки 25–33, 19–23 и 37–38 в β2Ar, 
M1-mAchr и SStr5 соответственно), на нуклеотид-
ную последовательность, кодирующую первые 6 а.о. 
бактериородопсина eSr (eSr-tag, длина последо-
вательности указана с учетом n-концевого остатка 
Met) (рис. 1). Эта замена позволила значительно уве-
личить эффективность продукции целевых белков 
(рис. 2). При этом выход гибридного белка eSr-tag-
β2Ar был сравним с выходом белка eSr, в то время 
как уровень синтеза двух других гибридных белков – 
eSr-tag-M1-mAchr и eSr-tag-SStr5 – был при-
мерно в 3 раза ниже (~ 0.5 мг/мл). 

Сравнение эффективности синтеза GPCR 
с различными N-концевыми партнерами 
Полученные результаты подтвердили важную роль 
5'-концевой последовательности гена в эффективной 
экспрессии в бесклеточной системе. Однако выходы 
целевых белков, достигнутые с использованием eSr-
tag, возможно, не были оптимальными. Так, в литера-
туре описаны примеры синтеза рекомбинантных МБ 
в ББС диализного типа на основе экстракта S30 кле-
ток E. coli с выходом до 4–6 мг/мл [14]. С целью даль-
нейшей оптимизации системы синтеза модельных 
GPcr мы опробовали четыре n-концевых партнера. 
Два из них, t7-tag (11 а.о.) и белок trX (11.8 кДа), ра-
нее применяли для бесклеточной продукции рецепто-
ров семейства GPcr [14, 16, 17], в то время как белок 

Mistic (12.8 кДа) использовали для продукции GPcr 
в клетках E. coli [31, 32]. Кроме того, опробовали по-
следовательность, кодирующую n-концевой фраг-
мент (16 а.о.) рибонуклеазы А (n-концевой фрагмент 
S-пептида, S-tag), который применяется для детек-
ции и очистки препаратов рекомбинантных белков 
при помощи аффинной хроматографии [33], но не ис-
пользовался ранее в качестве n-концевого партнера 
для получения рекомбинантных МБ. В отличие от ме-
тода, использованного при дизайне гибридных генов 
с 5'-концевой последовательностью, кодирующей 
eSr-tag, нуклеотидные последовательности, коди-
рующие t7-tag, trX, Mistic и S-tag, были добавлены 
в единой рамке считывания на 5'-конец генов укоро-
ченных вариантов GPcr (рис. 1). 

В большинстве случаев использование n-концевых 
партнеров вело к увеличению выхода модельных ре-
цепторов, причем степень выхода различалась у раз-
ных белков. Так, например, использование t7-tag 
увеличило выход M1-mAchr и SStr5 до ~ 0.5 мг/мл, 
в то время как уровень β2Ar оставался низким и был 
сравним с выходом, наблюдаемым при прямой экс-
прессии. Использование trX также обеспечивало 
небольшое увеличение эффективности синтеза це-
левых белков – до ~ 0.3–0.7 мг/мл (здесь и далее при-
ведены количества целевых белков за вычетом доли, 
занимаемой белками-партнерами, рис. 2). В то же 
время применение n-концевых партнеров Mistic 
и S-tag позволило значительно повысить продукцию 
β2Ar и M1-mAchr (рис. 2). При этом наибольший 
выход β2Ar (~ 1.9 мг/мл) наблюдался при исполь-
зовании белка Mistic, а максимальный выход M1-
mAchr (~ 3.6 мг/мл) отмечен в случае гибридного 
белка с последовательностью S-tag (рис. 2). Однако 
ни одна из использованных последовательностей-
партнеров не позволила добиться значительного 
увеличения уровня продукции SStr5. Выход этого 
рецептора (0.4–0.7 мг/мл) был близким при исполь-
зовании разных гибридных конструкций (рис. 2). По-
видимому, в случае SStr5 инициация трансляции 
не является единственным фактором, критически 
важным для эффективности бесклеточного синте-
за. Возможно, для увеличения уровня продукции 
этого рецептора в бактериальной бесклеточной си-
стеме требуется дальнейшая оптимизация нуклео-
тидной последовательности гена, например замена 
редко встречающихся у E. coli вариантов кодонов. 
Следует отметить, что близкий по величине выход 
SStr5 (~ 0.5 мг/мл) наблюдали ранее в бактериаль-
ной ББС диализного типа при использовании гибри-
да полноразмерного (не укороченного) рецептора 
с n-концевой последовательностью t7-tag [34]. 

Как уже отмечалось, увеличение эффективности 
синтеза белка при использовании дополнительных 
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n-концевых последовательностей связано, возмож-
но, с уменьшением способности 5'-концевого фраг-
мента мРНК к образованию вторичной структуры. 
Для подтверждения этого предположения проведено 
моделирование вторичной структуры 5'-концевых 
фрагментов мРНК, использованных нами для про-
дукции GPcr. Моделирование проводили в про-
грамме M-fold, позволяющей оценивать свободную 
энергию образования вторичной структуры РНК [35]. 
Свободная энергия образования вторичной структу-
ры была рассчитана для фрагментов мРНК, вклю-
чающих 4 нуклеотида до стартового кодона, стар-
товый кодон и 34 нуклеотида гена целевого белка 
или партнера, следующих за стартовым кодоном, 
как описано в работе [20]. Расчеты показали (табли-
ца), что нативные последовательности укороченных 
рецепторов способны образовывать стабильные вто-
ричные структуры (∆G ~ -5.6, -8.2 и -19.3 ккал/моль 
для β2Ar, M1-mAchr и SStr5 соответственно). 
Использование последовательностей t7-tag и trX 
лишь незначительно уменьшало стабильность вто-
ричной структуры 5′-концевого фрагмента мРНК 
(∆G ~ -5.5…-7.8 ккал/моль). В то же время использо-
вание n-концевой последовательности бактериоро-
допсина eSr значительно уменьшало стабильность 
вторичной структуры 5′-концевого фрагмента мРНК 
β2Ar и M1-mAchr (∆G ~ -3.1 и -3.5 ккал/моль соот-
ветственно). Наименее стабильные вторичные струк-
туры мРНК получены при использовании последова-
тельностей Mistic и S-tag (∆G ~ -1.3 и -3.3 ккал/моль 
соответственно). Качественная корреляция рассчи-
танных энергий с уровнем синтеза GPcr косвенно 
подтверждает важную роль образования вторичной 
структуры 5′-концевым фрагментом мРНК в сни-
жении эффективности инициации трансляции и, 
как следствие, общей эффективности бесклеточного 
синтеза. 

Модификация 5′-концевой области гена целевого 
белка не единственный метод предотвращения фор-
мирования вторичной структуры мРНК и увеличения 
эффективности инициации трансляции. На эти про-
цессы также могут влиять нуклеотидные последова-
тельности, которые находятся в нетранслируемых 
5′-концевых областях этих мРНК. В представленной 
работе мы использовали генетические конструкции 
на основе вектора pET22b(+) («novagen»), содержа-
щего последовательность lac-оператора между t7-
промотором и сайтом связывания рибосомы (rBS). 
Согласно опубликованным данным, использование 
векторов pIVEX («roche Applied Science», США), 
не содержащих lac-оператор, может увеличить эф-
фективность прямой экспрессии генов GPCR в бак-
териальных ББС [34]. Для проверки этого предполо-
жения мы протестировали эффективность прямой 

экспрессии укороченного гена M1-mAChR при ис-
пользовании вектора pIVEX2.3. Выход целевого бел-
ка в этом случае (~ 0.1 мг/мл) был не больше, чем 
при прямой экспрессии гена M1-mAChR, клонирован-
ного в вектор pET22b(+). Полученные данные согла-
суются с результатами исследования обонятельных 
GPcr, продукция которых в бактериальной бескле-
точной системе с использованием векторов pIVEX 
была малоэффективной [36]. Кроме того, для высо-
коэффективной экспрессии клонированных в век-
торы pIVEX генов белков человека также требуется 
использование n-концевых последовательностей-
партнеров [37]. 

Другим способом решения проблем, связанных 
с низкой эффективностью инициации трансляции 
в ББС, может быть рациональный дизайн 5′-конце-
вой последовательности гена целевого белка с ис-
пользованием синонимичных замен (без изменения 
кодируемой последовательности), цель которого – 
уменьшение способности мРНК к формированию 
вторичной структуры [20]. Так, подобный подход при-
менили для продукции цитокинов млекопитающих 
в тех случаях, когда наличие последовательности-
партнера (n-концевого фрагмента хлорамфеникол-
ацетилтрансферазы, 5 а.о.) препятствовало формиро-
ванию пространственной структуры целевого белка 
[38].

Анализ рекомбинантных GPCR
Очищенные препараты GPcr, солюбилизированные 
в «жестком» детергенте SDS (1%), проанализирова-
ли при помощи электрофореза в ПААГ. Репрезен-
тативные фрагменты электрофореграмм показаны 
на рис. 3. Полученные препараты, как и препараты 

Свободная энергия образования вторичной структуры 
5′-концевым фрагментом мрНК (∆G, ккал/моль)

Партнер/GPCR β2Ar M1-mAchr SStr5

Прямая экспрессия -5.6 -8.2 -19.3

eSr-tag -3.1 -3.5 -6.4

Mistic -1.3 -1.3 -1.3

S-tag -3.3 -3.3 -3.3

trX -7.8 -7.8 -7.8

t7-tag -5.5 -7.6 -7.3

Примечание. Свободная энергия рассчитана в про-
грамме M-fold [35] для фрагментов мрНК, включаю-
щих 4 нуклеотида до стартового кодона, стартовый 
кодон и 34 нуклеотида гена целевого белка или пар-
тнера, следующих за стартовым кодоном.
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других МБ [39], имели аномальную электрофоре-
тическую подвижность, вызванную, вероятно, не-
полной денатурацией молекул МБ SDS. На элек-
трофореграммах выявлены отдельные полосы, 
соответствующие мономерам, димерам, тримерам 
рецепторов и агрегатам более высокого порядка 
(рис. 3). Подобное поведение типично для GPcr, ко-
торые в составе биологической мембраны формиру-
ют димеры и тримеры, а также склонны к спонтан-
ной агрегации из-за гидрофобных взаимодействий 
ТМ-спиралей даже в растворах «жестких» детер-
гентов [31]. Степень агрегации препаратов GPcr 
зависела от типа рецептора и последовательности 
n-концевого партнера, а также, возможно, от кон-
центрации белкового препарата в образце. Так, 
например, наибольшее количество высокомолеку-
лярных агрегатов отмечено в образце S-tag-M1-
mAchr, синтез которого был наиболее эффектив-
ным. Методом КД-спектроскопии проанализирована 
вторичная структура гибрида eSr-tag-M1-mAchr, 
который в растворе SDS обладал меньшей степе-
нью агрегации (рис. 4). Анализ полученных дан-
ных выявил преобладание α-спиральной структу-
ры (α-спираль – 65%, β-лист – 4%, β-поворот – 9%, 
неупорядоченная структура – 22%), что указывает 
на частично сформированную вторичную структу-
ру рецептора в окружении молекул SDS. Следует 
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рис. 3. Электрофоретический анализ синтезированных 
GPCR с различными N-концевыми партнерами после 
очистки с помощью Ni2+-аффинной хроматографии. 
В образцах выявлены как мономеры, димеры и три-
меры рецепторов, так и агрегаты более высокого 
порядка. 1 – маркеры молекулярной массы; 2, 5, 9 – 
рецепторы, синтезированные без N-концевых партне-
ров (П.Э. – прямая экспрессия); 3, 6, 10 – рецепторы 
с последовательностью S-tag; 4, 7, 11 – рецепторы 
с последовательностью T7-tag; 8 – ESR-tag-M1-mAChR
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рис. 4. КД-спектр ESR-tag-M1-mAChR в растворе 1% 
SdS 

отметить, что содержание α-спиральных элементов 
в молекуле укороченного рецептора M1-mAchr, 
рассчитанное по аналогии с известными кристалли-
ческими структурами M2 и M3-mAchr [8, 9], долж-
но составлять ~ 72%.

Для дальнейшего изучения рекомбинантных GPcr 
необходима либо оптимизация процедуры солюбили-
зации целевых белков из осадка РС с последующей 
разработкой методов ренатурации полученных пре-
паратов, либо применение мембраномоделирующих 
сред в процессе бесклеточного синтеза, что в некото-
рых случаях позволяет синтезировать МБ в функ-
ционально активной форме [13, 15, 34, 35].

ВЫВОДЫ
Результаты, полученные в нашей работе, показали, 
что применение в качестве n-концевых партнеров 
аминокислотных последовательностей eSr-tag, S-tag 
и белка Mistic позволяет добиться высокоэффектив-
ной продукции GPcr человека в бесклеточной систе-
ме на основе S30 экстракта из E. coli. Использование 
этих последовательностей обеспечивает продукцию 
целевых белков (0.6–3.8 мг/мл) на уровне, достаточ-
ном для дальнейших структурно-функциональных 
исследований. Представленная работа впервые по-
казывает возможность применения eSr-tag и S-tag 
для увеличения уровня гетерологической продукции 
МБ.  
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РФФИ (грант № 11-04-01864-а), программой 
«У.М.Н.И.К.» и Министерством образования 

и науки (№ соглашений 8268 и 8789).
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