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РЕФЕРАТ Метод Flow-seq основан на использовании библиотек репортерных конструкций, где опреде-
ленный элемент, регулирующий экспрессию генов флуоресцентных репортерных белков, представлен 
во многих тысячах вариантов. Библиотеки репортерных конструкций внедряют в клетки, сортиру-
ют по уровню флуоресценции, а затем проводят их высокопроизводительное секвенирование. Таким 
образом, появляется возможность в одном эксперименте на десятках и сотнях тысяч репортерных 
конструкций выявлять закономерности, определяющие эффективность экспрессии. Этот метод нашел 
активное применение в оценке эффективности биосинтеза белка множеством вариантов мРНК одно-
временно. Однако этим возможности метода Flow-seq не исчерпываются. В представленном обзоре 
проведен сравнительный анализ метода Flow-seq и других методов, используемых для оценки эффек-
тивности трансляции мРНК, а также рассмотрены особенности применения и результаты, получаемые 
с помощью Flow-seq.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Flow-seq, NGS, высокопроизводительное секвенирование, проточная цитометрия, 
трансляция, бактерии.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ TIR – Translation Initiation Region (участок инициации трансляции); RBS – 
Ribosome Binding Site (сайт посадки/связывания рибосомы на мРНК); SD – Shine–Dalgarno sequence 
(последовательность Шайна–Дальгарно); 5’-UTR – 5’-untranslated region (5’-нетранслируемая область); 
ORF – open reading frame (открытая рамка считывания); NGS – next-generation sequencing (высокопро-
изводительное секвенирование/секвенирование нового поколения/глубокое секвенирование); Flow-seq – 
flow cytometry and next-generation sequencing (метод, совмещающий проточную цитометрию и высоко-
производительное секвенирование).

ВВЕДЕНИЕ 
Трансляция – ключевой процесс в жизнедеятель-
ности всех организмов, в ходе которого в клетках 
с помощью сложного макромолекулярного рибону-
клеопротеидного комплекса, называемого рибосомой, 
синтезируются белки. Рибосома декодирует инфор-
мацию, записанную в мРНК, и переводит ее в после-
довательность аминокислот, образующих белок [1]. 

При этом мРНК не только участвует в данном про-
цессе в качестве пассивного носителя информации, 
но и предопределяет эффективность трансляции [2]. 

Одним из участков мРНК, определяющих эф-
фективность ее трансляции, является 5’-нетранс-
лируемая область (5’-UTR) (рис. 1А) [3]. В 5’-UTR 
находится сайт посадки рибосомы (RBS), содер-
жащий в канонических мРНК последовательность 
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Шайна–Дальгарно (SD) [4–13], комплементарную 
3’-концу 16S рРНК [14, 15]. Для высокой эффектив-
ности биосинтеза белка SD должна располагаться 
на оптимальном расстоянии от стартового кодона 
и иметь оптимальную длину [16–18]. Иногда в од-
ной 5’-UTR можно найти несколько последователь-
ностей Шайна–Дальгарно [2, 17]. Для эффективной 
трансляции участок инициации трансляции (TIR) 
должен быть либо полностью одноцепочечным, 
либо укладываться во вторичную структуру, кото-
рую легко разрушить [19–22]. Известны и другие 
элементы, способные влиять на эффективность 
трансляции, такие, как богатая остатками аденина 
и урацила (AU-богатая) область мРНК, с которой 
взаимодействует рибосомный белок bS1 [23–25], 
а также начальный участок кодирующей области, 
следующий сразу за стартовым кодоном [26–28]. 
Для 5’-UTR эффективно транслируемых мРНК 
характерно низкое содержание остатков цитиди-
на и наличие повторов с пуриновыми основаниями 
(AG-повторов) [2]. 

На сегодняшний день известны различные ме-
тоды, позволяющие изучать функциональную 
значимость отдельных участков мРНК для био-
синтеза белка. В число этих методов входят сайт-
направленный мутагенез [29] или рандомизация 
[30, 31] участков в 5’-UTR, как правило, перед ге-
ном флуоресцентного белка и оценка интенсивно-
сти его свечения in vitro (или in vivo), отражаю-
щей эффективность трансляции. С применением 
термодинамического моделирования in silico [18, 
32–36], оценивающего силу молекулярных взаи-
модействий комплекса 30S с мРНК-транскриптом 
и предсказывающего скорость инициации транс-
ляции, можно определить величины, связанные 
с эффективностью трансляции. Результаты модели-
рования можно выборочно проверить эксперимен-
тально с использованием репортерных конструкций. 
Появление такого метода, как проточная цитоме-
трия, позволило оценивать одновременно различ-
ные параметры in vivo большого количества клеток 
и по сходству определенных параметров, например, 
по уровню экспрессии гена флуоресцентного бел-
ка, выделять отдельные фракции [37]. Развитие 
высокопроизводительного секвенирования (NGS) 
способствовало разработке новых сложных подхо-
дов к изучению геномов, определению корреляции 
между генотипом и фенотипом, в частности таких, 
как полногеномное секвенирование, секвенирование 
библиотек плазмидных ДНК, РНК-секвенирование 
для профайлинга клеточного транскриптома и вы-
деления эффективно транслирующихся мРНК, 
ChIP-секвенирование для определения сайтов свя-
зывания ДНК-ассоциированных белков [38, 39]. 

РАЗНООБРАЗИЕ ПОДХОДОВ К ИЗУЧЕНИЮ РОЛИ 5’-
UTR В ЭФФЕКТИВНОСТИ ТРАНСЛЯЦИИ 
Широкомасштабный анализ генов E. coli показал, 
что большинство мРНК содержат последователь-
ность Шайна–Дальгарно (SD) (рис. 1Б), откры-
тую в 1970-х в нескольких бактериальных мРНК 
[4] и существенной для эффективной инициации 
трансляции [16–18]. Последовательность SD являет-
ся самым изученным регуляторным элементом. SD 
располагается на расстоянии 5–8 нуклеотидов перед 
стартовым кодоном (8–11 нуклеотидов, если счи-
тать от центрального G в SD [7]) и служит местом 
взаимодействия бактериальной 30S субчастицы, 
в отличие от эукариотической рибосомы, связыва-
ющейся на 5’-конце мРНК для начала сканирова-
ния [6]. Разные мРНК E. coli содержат SD разной 
длины, варьирующей в пределах 4–8 нуклеотидов. 
При этом наиболее вероятный состав последова-
тельности SD agGa. 

Зависимость эффективности биосинтеза белка 
от длины последовательности SD и ее расстояния 
от старт-кодона изучали различными методами. 
Например, с помощью двойной генно-инженер-
ной конструкции (рис. 1В), содержащей гены двух 
флуоресцентных белков, где первый, RFP (красный 
флуоресцентный белок), служил внутренним кон-
тролем, а второй, CER (циановый флуоресцентный 
белок), выступал в качестве сенсора эффектов, свя-
занных с изменением элементов 5’-UTR мРНК [17]. 
При этом вычисляли отношение измеренных ин-
тенсивностей флуоресценции двух белков CER/RFP 
in vivo, что позволяло нивелировать эффекты, 
обусловленные размером бактериальной клетки 
и флуктуациями копийности репортерной плазми-
ды. Этот подход, основанный на молекулярном кло-
нировании, в котором используются 16 репортерных 
конструкций с четырьмя последовательностями SD 
(2, 4, 6 и 8) разной длины, расположенными на раз-
ных расстояниях от инициаторного кодона гена бел-
ка CER (7, 10, 13 и 16), и еще одна контрольная кон-
струкция без комплементарных к анти-SD участков, 
позволил экспериментально изучить влияние длины 
SD, расстояния от SD до стартового кодона и их со-
четаний на биосинтез белка CER. Таким образом по-
казано, что эффективность трансляции мРНК с SD 
длиной 8 нуклеотидов снижается с увеличением 
расстояния от старт-кодона до SD, для SD длиной 
6 нуклеотидов оптимально расстояние в 10 нукле-
отидов. В случае SD средней длины (4 нуклеотида) 
наблюдается такая же зависимость, как у длинной 
(8 нуклеотидов). В случае короткой SD (2 нуклео-
тида) влияние расстояния несущественно, при этом 
роль этой SD в эффективности биосинтеза белка 
сохраняется: обеспечивает на порядок большую эф-



22 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 4 (55) 2022

ОБЗОРЫ

Рис. 1. А – особенности 
строения мРНК у бак-
терий. 5’- и 3’-UTR, 5’- 
и 3’-нетранслируемые 
области соответствен-
но. RBS – сайт посадки 
рибосомы. ORF – откры-
тая рамка считывания, 
содержащая белок-
кодирующую последо-
вательность. SD и анти-
SD – последовательности 
Шайна–Дальгарно и ан-
ти-Шайна–Дальгарно 
соответственно. Б – 
пример выравнивания 
последовательностей 
5’-UTR мРНК, исполь-
зуемого при широко-
масштабном анализе 
нетранслируемых обла-
стей генов с выделением 
SD-мотива. В – пример 
двойной репортерной 
конструкции с контроль-
ной 5’-UTR перед геном 
флуоресцентного белка 
RFP и изменяющейся 
5’-UTR перед геном 
второго флуоресцент-
ного сенсорного белка 
CER для оценки влияния 
особенностей вариа-
бельного участка на эф-
фективность трансляции. 
Г – схема аффинного 
выделения рибосом 
с эффективно транс-
лирующейся мРНК. 
Отбор проводился 
лимитированием вре-
мени in vitro трансля-
ции. мРНК содержит 
5’-UTR, кодирующую 
область, включающую 
участок, кодирующий 
FLAG-эпитоп, который 
взаимодействует с син-
тезируемым белком, 
связывающим мальтозу, 
и TolA, который по-
зволяет эпитопу выйти 
из рибосомного туннеля 
и правильно свернуться. 
В конструкции нет стоп-
кодона, поэтому рибо-
сома остается на мРНК. 
Рисунок выполнен в про-
грамме Inkscape
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фективность, чем контрольная конструкция без SD. 
Варьирование этих параметров дает возможность 
изменять уровень трансляции вплоть до четырех 
порядков, что указывает на их важность в опреде-
лении уровня многих белков в клетке [17].

Для  быстрого и  достаточно простого коли-
чественного анализа экспрессии генов in vitro 
можно использовать многочисленные варианты 
участка в 5’-UTR, получаемые с помощью сайт-
направленного мутагенеза, на основе полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР). При этом продукт ПЦР, 
содержащий Т7-промотор, тестируемый вариант 
5’-UTR и ген флуоресцентного белка eGFP, напря-
мую используется в системе сопряженной транс-
крипции-трансляции in vitro из клеток E. coli [29]. 
Эффективность трансляции в такой системе мож-
но оценить по интенсивности флуоресценции белка 
eGFP. Таким образом были получены 54 варианта 
последовательностей 5’-UTR, из них 18 и 36 с изме-
ненными SD- и АU-богатыми последовательностями 
соответственно, которые обеспечили диапазон отно-
сительных уровней экспрессии от 0.1 до 2.0 и пока-
зали влияние различных сайтов посадки рибосомы 
(RBS) на эффективность трансляции [29]. Однако 
такой точечный подход сильно ограничен неболь-
шим набором проверяемых вариантов, не позволяя 
приблизиться ко всему разнообразию природных 
5’-UTR, предшествующих генам, число которых 
у E. coli составляет около 4 ×103 [8].

Позднее разработали экспериментальную си-
стему (рис. 1Г) [30], основанную на трансляции in 
vitro, которая позволила отбирать наиболее эффек-
тивно транслируемые мРНК из большой выборки 
искусственных последовательностей. Для этого ис-
пользовали модельную мРНК, содержащую 5’-UTR 
из 81 нуклеотида, 18 из которых, локализованных 
перед стартовым кодоном, были полностью ран-
домизированы, что помогло получить библиоте-
ку из ~6.9 × 1010 различных последовательностей. 
Модельная мРНК кодирует гибридный белок, со-
держащий примерно в середине домен, связываю-
щий мальтозу, и FLAG-эпитоп, позволяющий про-
водить аффинную очистку рибосом, синтезирующих 
этот гибридный белок. После домена, используемого 
для аффинной очистки, находится фрагмент бел-
ка TolA, служащий исключительно спейсером, до-
статочным для того, чтобы по окончании синтеза 
полноразмерного гибридного белка из пептидного 
туннеля был экспонирован аффинный домен. Эта 
мРНК не содержит стоп-кодон, поэтому она оста-
валась связанной с рибосомой после завершения 
синтеза. Таким образом, мРНК могла быть экстра-
гирована из аффинно-связанных рибосом и в даль-
нейшем амплифицирована. Ключевым параметром 

отбора мРНК служило ограниченное время транс-
ляции: только мРНК, транслируемые быстро, могли 
быть аффинно очищены и использованы в следую-
щем раунде селекции [30]. Удивительно, что из ото-
бранных последовательностей, обеспечивающих 
наиболее быструю трансляцию в in vitro системе, 
76% не содержали SD и имели С-богатые корот-
кие участки, комплементарные 16S рРНК. Однако 
мРНК с такими С-богатыми последовательностями 
не экспрессировались на высоком уровне in vivo, 
возможно, из-за разного среднестатистического со-
отношения в in vitro и in vivo системах рибосом 
и мРНК, конкурирующих, наряду с С-богатыми 
RBS, за связывание с рибосомами [30]. Тот же са-
мый эксперимент проведен с использованием би-
блиотеки более коротких мРНК с 5’-UTR длиной 40 
нуклеотидов [31], наиболее частой в мРНК E. coli 
[40, 41]. Применение секвенирования нового поко-
ления и статистических методов позволило опре-
делить мотивы связывания мРНК и рибосомы. 
Отобранные по скорости трансляции мРНК из би-
блиотеки с более короткими 5’-UTR чаще содержа-
ли SD наряду с G/U-богатыми последовательностя-
ми [31]. Полученные результаты также указывают 
на влияние длины 5’-UTR на эффективность иници-
ации биосинтеза белка.

Последовательность 5’-UTR мРНК может опре-
делять различную укладку участка перед старто-
вым кодоном. Связь между стабильностью вторич-
ных структур в TIR и эффективностью трансляции 
подтвердили крупномасштабным вычислитель-
ным анализом [19], указывающим на тенденцию 
прокариотических и эукариотических генов, осо-
бенно с высоким уровнем экспрессии, к дестаби-
лизации вторичной структуры мРНК вблизи ини-
циаторного кодона [20]. Варьирование стабильности 
(< -12 ккал/моль) шпилечной структуры, содержа-
щей RBS, с помощью сайт-направленного мутаге-
неза и последующий анализ in vivo выхода белка 
показали, что чем выше стабильность вторичной 
структуры, содержащей участок связывания рибо-
сомы, тем ниже эффективность трансляции. Таким 
образом, показана возможность 500-кратного изме-
нения экспрессии при замене только одного нуклео-
тида, приводящей к стабилизации вторичной струк-
туры мРНК. Как следствие, наблюдалась полная 
зависимость начала трансляции от спонтанного раз-
ворачивания всего участка инициации мРНК [21]. 
Однако эта спонтанность была обусловлена присут-
ствием всех необходимых элементов комплекса ини-
циации [22]. Такого рода анализ 12 мРНК с разной 
стабильностью вторичной структуры и с SD разной 
длины либо без SD выявил необходимость самой 
SD, старт-кодона, инициаторной тРНК с форми-
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лированным метионином, фактора инициации IF2, 
связанного с GTP, в комплексе с 30S субчастицей 
рибосомы для разворачивания вторичных структур 
мРНК. Вклад каждого индивидуального элемента 
в нарушение укладки TIR мРНК оценен с исполь-
зованием константы диссоциации фрагмента мРНК 
с последовательностью SD из 6 нуклеотидов [22]. 
Далее методом FRET проведен анализ этого же 
фрагмента с 5’- и 3’-концами, меченными Су3 и Су5, 
при добавлении 30S субъединицы вместе со всеми 
элементами, необходимыми для инициации транс-
ляции. Оценка проводилась относительно контроль-
ной мРНК без SD, но с близкой по стабильности 
вторичной структурой. В результате анализа была 
выявлена значимость последовательности SD в раз-
ворачивании вторичной структуры мРНК. При этом 
показана высокая эффективность FRET для свер-
нутой мРНК, концы которой образовывали компле-
ментарное взаимодействие SD с анти-SD, и слабая 
для развернутой формы мРНК [22].

Эффективность связывания субъединиц рибо-
сомы с той или иной последовательностью 5’-UTR 
мРНК оценивают с помощью так называемого мето-
да тоупринтинга/тоупринта (рис. 2А). Этот метод ос-
нован на использовании флуоресцентно или изотоп-
но меченных праймеров, комплементарных 3’-концу 
мРНК. После сборки инициаторного комплекса 
на мРНК проводится реакция обратной транскрип-
ции с последующим электрофоретическим анализом 
удлиненных кДНК в реакционной смеси. Обратная 
транскриптаза доходит до 5’-конца мРНК, если 
мРНК не связана с рибосомой, и образует более ко-
роткие продукты при остановке ревертазы, встре-
тившей рибосому. По соотношению длинных и уко-
роченных тоупринтов можно судить о доле мРНК, 
связавшихся с рибосомой [42, 43]. 

По мере накопления экспериментальных резуль-
татов и развития методов их анализа все большую 
роль начинают играть биоинформатические подхо-
ды, позволяющие работать с большими массивами 
данных. Наблюдаемая в ходе экспериментов иници-
ация трансляции прокариотических мРНК, в 5’-UTR 
которых не определена последовательность SD, про-
исходит независимо от взаимодействий с анти-SD 
и под влиянием рибосомного белка bS1. При этом 
биоинформатический анализ показал снижение 
стабильности вторичных структур таких последо-
вательностей 5’-UTR, что облегчает образование 
инициаторного комплекса, компенсируя отсутствие 
взаимодействий SD и анти-SD [44, 45]. 

Известно, что существуют так называемые без-
лидерные прокариотические мРНК, которые не со-
держат 5’-UTR, а следовательно, и SD. При этом 
широкомасштабный in silico анализ макроэволюции 

показывает уменьшение числа таких генов у бакте-
рий в ходе эволюции. Рассмотрены участки инициа-
ции трансляции всех генов 953 бактериальных и 72 
архейных геномов, распределенных по группам, со-
гласно их расстояниям до корня (между бактериями 
и археями) на филогенетическом древе 16S рРНК. 
Была рассчитана средняя доля «генов без лидера» 
в каждой группе: сначала она быстро падает, а за-
тем колеблется на низком уровне [46].

Активное развитие методов секвенирования 
нового поколения и накопленные навыки рабо-
ты с системой трансляции позволили разработать 
метод рибосомного профилирования/профайлинга 
(Ribo-seq) (рис. 2Б), основанного на высокопроиз-
водительном секвенировании фрагментов мРНК, 
защищаемых транслирующей рибосомой [47]. Этот 
подход оказался эффективным для изучения экс-
прессии генов на уровне и транскрипции, и транс-
ляции одновременно, в том числе в ответ на раз-
личные воздействия [48–50]. Метод Ribo-seq дает 
информацию о местоположении рибосом на мРНК 
с однонуклеотидным разрешением. Такая точность 
позволяет не только выявлять трансляцию участ-
ков мРНК вне аннотированной рамки считывания, 
но и трансляцию перекрывающихся рамок считы-
вания и смысловое декодирование стоп-кодонов. 
С помощью Ribo-seq транслируемые рамки считы-
вания выявлены в РНК, ранее считавшихся некоди-
рующими. Также оказалось возможным оценивать 
влияние разных условий и факторов на трансляцию 
мРНК в клетках, например, разных сред, модифика-
ций исследуемых белков, антибиотиков [51–56]. 

Активное использование метода Ribo-seq позво-
лило выявить ряд сложностей и артефактов, свя-
занных с методологией эксперимента и обработкой 
результатов [57–59]. Многообещающая технология 
рибосомного профилирования для изучения скоро-
сти декодирования рибосом характеризуется наличи-
ем нечастых высоких пиков плотности рибосомного 
футпринта и длинных промежутков при выравнива-
нии соответствующих последовательностей мРНК. 
Для уменьшения влияния неоднородности данных 
разработан способ нормализации, эффективный 
при наличии гетерогенного шума, позволивший вы-
явить существенные различия в распределении ри-
дов (прочитанных последовательностей) по мРНК, 
и детерминант частот рибосомного футпринта в 30 
общедоступных наборах данных рибосомного про-
файлинга, тем самым ставя под сомнение надеж-
ность данного метода как точного представления 
локальной плотности рибосом без предварительного 
контроля качества [57]. Такое наблюдение указывает 
на неполное понимание того, как параметры прото-
кола влияют на плотность рибосомных футпринтов. 
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Рис. 2. А – принцип метода тоупринт. Стабильные рибосомные комплексы останавливают обратную транскрип-
тазу на определенной позиции на мРНК, генерируя короткие кДНК-продукты определенной длины. В качестве 
праймеров для обратной транскриптазы могут служить радиоактивно или флуоресцентно меченные. Б – схе-
ма метода рибосомного профилирования/профайлинга (Ribo-seq). После инициации трансляции проводят 
разрезание мРНК в местах, где она не защищена рибосомами, специфичной нуклеазой. Параллельно готовят 
библиотеку исходной мРНК для секвенирования путем рандомной фрагментации. Она будет использоваться 
в качестве референсных последовательностей. Все полученные рибосомные футпринты используют для приго-
товления библиотеки ДНК, которую в дальнейшем глубоко секвенируют. По результатам NGS проводят кар-
тирование ридов последовательностей футпринтов на полноразмерную мРНК. В – термодинамическая модель 
бактериальной инициации трансляции. Изменение свободной энергии в течение стадии инициации определяется 
пятью типами молекулярных взаимодействий, определяющих начальное и конечное положение системы. Рису-
нок выполнен в программе Inkscape 

5’ РРР

5’ РРР

5’ РРР

5’ РРР

5’ РРР

5’ РРР
5’ РРР
5’ РРР
5’ РРР
5’ РРР

3’
3’
3’
3’
3’

5’ РРР

3’

5’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

3’

А

Б

В

Рибосома
Обратная транскриптаза

Праймер

Разрезание нуклеазой

Рибосомы

Исходная библиотека мРНК

Рандомная 
фрагментация

Рибосомные 
футпринты

NGS с полученных библиотек ДНК, 
картирование ридов последовательностей футпринтов на полноразмерную мРНК

Начальное состояние Конечное состояние

∆G
мРНК

мРНК

мРНК

мРНК

мРНК

мРНК

∆G
∑

∆G
standby

∆G
мРНК:рРНК

∆G
spacing

∆G
старт

16S рРНК

16S рРНК

анти-SD

анти-SD Старт-
кодонСтарт-

кодон
Standby-

сайт

Последо-
ватель-

ность SD

Спейсерный 
участок  
(spacing 
region)

30S

50S

30S

30S

30S 30S
30S

30S

30S 30S

50S

50S

50S 50S

50S
50S



26 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 4 (55) 2022

ОБЗОРЫ

Возможно, наиболее известная причина этого на-
блюдения заключается в смещении последователь-
ностей, возникающем во время создания библиоте-
ки рибосомных футпринтов и ее конверсии в кДНК, 
и последующего секвенирования [58]. Перечисленные 
стадии вовлекают ряд реакций с использованием 
ферментов, обладающих сиквенс-специфичностью, 
как например, нуклеазы [60]. В то же время некото-
рые антибиотики, которыми рибосомы обрабатывают 
перед профилированием, обладают такой же сик-
венс-специфичностью [61–63], что необходимо учи-
тывать при постановке эксперимента. 

С применением метода рибосомного профайлин-
га на бактериях показано существенное увеличение 
покрытия рибосомами после последовательностей 
Шайна–Дальгарно, встречающихся по случайным 
причинам в кодирующей области [64]. В то время 
как SD, предшествующие старт-кодону, играют хо-
рошо охарактеризованную роль в инициации транс-
ляции, полученные данные свидетельствуют о том, 
что элонгация замедляется временным образовани-
ем пар оснований между мотивами SD внутри от-
крытых рамок считывания и последовательностью 
анти-SD в 16S рРНК, причем такие паузы состав-
ляли более 70% сильных остановок по всему геному, 
что привело к выводу о том, что такие паузы были 
основной детерминантой трансляционных остановок 
у бактерий [64]. 

Позднее с использованием усовершенствованного 
варианта метода Ribo-seq с улучшенным разреше-
нием показали, что ранее наблюдаемое обогащение 
покрытия мотивов SD рибосомами можно объяснить 
паузами на глициновых кодонах и невозможностью 
выделить всю популяцию фрагментов мРНК, защи-
щенных рибосомой. Сделан вывод о том, что мотивы 
SD не являются, вероятно, основной причиной мно-
жества трансляционных остановок in vivo [65]. 

Биофизические модели позволяют оценить эф-
фективность взаимодействия биомолекул, в том чис-
ле и мРНК с рибосомой. Примером может служить 
термодинамическая модель (рис. 2В) [32], которая 
одновременно оценивает силу молекулярных взаи-
модействий 30S комплекса с мРНК-транскриптом, 
рассчитывает свободную энергию Гиббса для каж-
дого элемента в составе конкретной мРНК и пред-
сказывает скорость инициации трансляции: чем 
большую энергию надо затратить для разворачива-
ния элементов мРНК, тем ниже скорость инициации 
трансляции. Представленная модель может быть 
использована как для предсказания относительной 
скорости инициации трансляции существующей 5’-
UTR с определeнным RBS, так и для дизайна по-
следовательности RBS, обеспечивающей требуемую 
скорость инициации трансляции [18, 32]. 

Применение метода Flow-seq для библиотеки 
плазмид, содержащих гены флуоресцентных белков, 
первый из которых служит внутренним контролем, 
а экспрессия второго изменяется в зависимости 
от влияния последовательностей, полученных в ре-
зультате рандомизации 30 нуклеотидов в кодиру-
ющей области гена сразу после стартового кодона, 
позволило разделить полученную библиотеку (более 
30 × 103 вариантов мРНК) по эффективности транс-
ляции [28]. Дальнейший анализ показал снижение 
эффективности трансляции мРНК, содержащих SD-
подобные последовательности, и уменьшение доли 
таких мРНК в наборе эффективно транслирующих-
ся, демонстрируя отрицательное влияние SD в дан-
ной области мРНК на биосинтез белка и поддер-
живая, в свою очередь, более ранние наблюдения, 
полученные на ограниченном наборе модельных 
мРНК [66]. 

Примечательно, что распределение энергий свя-
зывания анти-SD-последовательностей среди мРНК 
с эффективной трансляцией сходно с распределе-
нием у природных генов E. coli. Более того, соз-
даны отдельные конструкции с SD в скользящем 
окне начального кодирующего участка сразу после 
старт-кодона и со схожей энергией укладки вторич-
ной структуры, эффективность трансляции которых 
оценена. Таким образом, получены результаты, со-
гласующиеся с результатами анализа данных после 
применения метода Flow-seq [28].

СХЕМА МЕТОДА FLOW-seq, ОСОБЕННОСТИ 
И РЕЗУЛЬТАТЫ ЕГО ПРИМЕНЕНИЯ
С целью определения влияния какого-либо факто-
ра или набора факторов на уровень экспрессии того 
или иного гена часто используют тысячи репортер-
ных конструкций, перебирающих различные ва-
рианты промоторов, 5’-нетранслируемых областей, 
а также отдельных участков в них, включая сайты 
посадки рибосомы (RBS), предшествующие им об-
ласти (standby sites) или следующие за ними спей-
серные участки, начальных «разгонных» участков 
кодирующей области (ramp region), по отдельности 
или одновременно (табл. 1). Как правило, такие 
плазмиды содержат два гена флуоресцентных бел-
ков: первый из них выступает в роли сенсора, экс-
прессия которого чувствительна к вариабельным 
участкам, а второй используется в качестве неизмен-
ного внутреннего контроля. Полученными наборами 
конструкций трансформируют штамм бактерий, под-
ходящий для последующей экспрессии и сортировки. 
Далее с помощью проточной цитометрии оценивают 
интенсивности флуоресценции двух белков в пуле 
клеток и формируют группы/фракции клеток с при-
близительно одинаковым отношением измеренных 
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Таблица 1. Применение метода Flow-seq для анализа эффективности трансляции

Элементы мРНК

Количество вариантов 
в полученных библи-
отеках в итоге после 

Flow-seq

Типы вариантов Результаты Ссылка

Промоторы и сайты посадки 
рибосомы (RBS) в 5’-UTR

11894 (94%) из 12653 
возможных с ком-

бинациями 114 про-
моторов и 111 RBS (одна 

комбинация привела 
к несовместимому сайту 

рестрикции)

Взятые из доступ-
ных баз данных 

и сгенерированные 
с помощью RBS 

Calculator

Диапазон изменения экспрессии 104 раз. Выбор 
промотора оказывает наибольшее влияние 

на уровень РНК и в меньшей степени на уро-
вень белка, так как на эффективность его транс-
ляции влияет и выбор сайта посадки рибосомы, 

и, возможно, другие факторы. 55% из нескольких 
сотен проверенных отдельных колоний безоши-

бочно определены при Flow-seq-анализе

[67]

Промоторы и сайты посадки 
рибосомы (RBS) в 5’-НТО 

~ 500 комбинаций из 14 
промоторов и 22 RBS 

для двух детектируемых 
флуоресцентных белков 
и более 1200 комбинаций 
из рандомизированной 

библиотеки

Конкретные вари-
анты и с участками 
рандомизации в изу-
чаемых элементах

Динамический диапазон экспрессии 103 раз. 
Получаемые комбинации приводят к экспрес-

сии произвольного гена в пределах двукратного 
изменения уровня с надежностью 93%

[75]

Шесть нуклеотидов 
в спейсерном участке за SD 

в 5’-UTR и перед старт-
кодоном и первые шесть 
нуклеотидов, следующих 
за ним (кодоны в положе-
ниях +2 и +3 кодирующей 

области (CDS))
…-SD-GAC-6N-AUG-6Nsyn-…

13914 (56%) для одного 
белка и 25861 (53%) 
для другого из 24576 
и 49152 возможных 

соответственно

Рандомизированные 
спейсерные участки 

и кодоны в положени-
ях +2 и +3 с синони-
мическими заменами, 

не изменяющими 
кодирующую после-
довательность двух 
сенсорных белков

Диапазон изменения экспрессии 103 раз. Низкое 
содержание GC-нуклеотидов и уменьшение 

стабильности вторичной структуры изучаемых 
элементов важны для высокого уровня экспрес-
сии, не ограненного данными детерминантами. 
Распределение уровней флуоресценции белка, 
измеренных в нескольких десятках колоний 
с помощью планшетного ридера, совпадает 

с результатами Flow-seq

[71]

Четыре нуклеотида 
в спейсерном участке за SD 

в 5’-UTR и перед старт-
кодоном 

…-SD-C-4N-CAU-AUG-…

249 (97%) из 256 воз-
можных Рандомизированные

Диапазон изменения экспрессии 102 раз. 
Преобладание доли аденозинов и уменьшение 

доли цитидинов в эффективно транслирующихся 
вариантах. Низкое содержание GC-нуклеотидов 
и уменьшение стабильности вторичной структу-
ры изучаемых элементов важны для высокого 

уровня экспрессии. SD-подобные последователь-
ности также встречаются только в вариантах 

с высокой экспрессией 

[39]

SD длиной 6 нуклеотидов 
в 5’-UTR

4066 (99%) из 4096 воз-
можных Рандомизированные

Измеренные уровни белков (флуоресцентного 
и пяти природных) для 91% вариантов после-
довательностей были в пределах двукратного 
изменения предсказанного уровня экспрессии 
в EMOPEC, учитывающего контекстное окру-
жение SD, сводящего к минимуму изменения 

вторичной структуры 

[76]

Standby-сайты различной 
длины (20–164 нуклеотида) 

перед SD, дистальные 
в 5’-UTR

136 5’-UTR с разной 
длиной и вторичной 
структурой, формой 
и числом модулей 

Смоделированные 
варианты

Диапазон изменения эффективности трансляции 
102 раз. Скорость инициации трансляции мРНК 
контролируется площадью поверхности одноце-
почечных участков, частичным разворачиванием 

структуры РНК для минимизации штрафа 
по свободной энергии связывания рибосомы, 
отсутствует кооперативное связывание и, 

возможно, скольжение рибосомы в рассматрива-
емом участке. Разработана и проверена экспери-
ментально биофизическая модель предсказания 

скорости инициации трансляции. Рибосома 
может легко связываться с отдаленными 

от старт-кодона модулями standby-сайтов и обе-
спечивать высокую эффективность трансляции 

[34]

Сайт посадки рибосомы 
(RBS) в 5’-UTR с фиксиро-

ванной последовательностью 
SD (5 нуклеотидов) и изме-
няющимися standby-сайтом 
(4 нуклеотида) и спейсерным 
участком из 6 нуклеотидов
RRRV-AGGAG-R-6N-AUG 

(R: A/G, V: A/G/C, N:A/U/C/G)

Более 20000 (10%) 
из ~ 200000 возможных 

вариантов для двух 
флуоресцентных белков

Рандомизированные 
и частично кон-
кретные позиции 

с неполными вариа-
циями

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции 104 раз. На эффективность трансляции 

значительно влияет консервативность SD, тогда 
как АС-богатый спейсерный участок слабо зави-
сит от контекста. Для высокой экспрессии наблю-
далась низкая стабильность вторичной структуры 
изучаемого участка. Замена репортерного белка 

другим зачастую не влияла на общую тенденцию 
распределения последовательностей, задающих 

тот или иной уровень биосинтеза белка

[74]
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Элементы мРНК

Количество вариантов 
в полученных библи-
отеках в итоге после 

Flow-seq

Типы вариантов Результаты Ссылка

Почти полная последователь-
ность 5’-UTR длиной 22 

или 32 нуклеотида
GG-20N/30N-AUG…

11692 (10-6% из воз-
можных вариантов), 

11889 (10-12%) для 20N 
и 30N, соответственно, 

48 вариантов природных 
с вариациями

Рандомизированные, 
природные,  
конкретные

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции 104-кратный. Наблюдались низкая 

стабильность вторичной структуры и консерва-
тивность последовательности SD у вариантов 
с высокой экспрессией. Наличие AU-богатых 

энхансеров на 5’-конце в standby-сайте, низкая 
доля цитидиновых оснований, множественные 
SD, AG-повторы в 5’-UTR мРНК в отдельных 

случаях обеспечивают высокую эффективность 
трансляции

[2]

Последовательности 5’-UTR 
длиной 2–60 нуклеотидов 
первых генов оперонов E. 

coli с GG на самом 5’-конце, 
сохранившихся при транс-

крипции
GG-natural 5’-UTR

648 (91%) из 713 воз-
можных длиной 2–60 
нуклеотидов, (45%) 

из всех 1451 природных 
5’-UTR первых генов 

оперонов 

Природные

Диапазон изменения эффективности трансля-
ции 30-кратный. Наблюдалось влияние вторич-
ной структуры РНК и последовательности SD 
на эффективность трансляции, но с меньшей 

вариабельностью по сравнению с рандомизиро-
ванными библиотеками. Низкая стабильность 

вторичной структуры и консервативность 
последовательности SD в вариантах с высокой 

экспрессией. Результаты оценки эффективности 
трансляции в случае с теми или иными 5’-UTR 
коррелировали с результатами, полученными 

с помощью рибосомного профилирования

[77]

Участки в промоторной 
области, standby-сайт 

длиной 10/20/30 нуклеотидов, 
спейсерный участок из 8 

нуклеотидов
10N/20N/30N-SD-8N

~ 12000 (очень малень-
кий процент из воз-

можных)
Рандомизированные

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции 105 раз. При высоком уровне экспрессии 
наблюдалась низкая стабильность вторичной 

структуры изучаемого участка

[72]

Промоторы, сайты посадки 
рибосомы (RBS), первые 13 
аминокислот кодирующей 

области белка

14234 комбинации 
из двух промоторов, 

четырех сайтов 
посадки рибосомы (RBS) 
и последовательностей 
N-концевых пептидов, 
соответствующих пер-
вым 13 аминокислотам 
137 природных генов 

E. coli

Природные

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции более 102. Использование редких кодонов 

на N-конце может увеличивать экспрессию 
в 14 раз независимо от RBS, обеспечивающих 

ту или иную эффективность трансляции. 
Уменьшение стабильности вторичной струк-
туры, а не сама редкость кодонов отвечает 

за увеличение экспрессии

[78]

Первые шесть кодонов, сле-
дующих за старт-кодоном, 

в кодирующей области
10 Природные

Уменьшение стабильности вторичной струк-
туры, а не сама редкость кодонов отвечает 
за увеличение эффективности трансляции. 
Редкие кодоны часто А/Т-богатые в третьем 

положении, что чаще коррелируют с увеличе-
нием экспрессии, чем синонимичные кодоны, 

оканчивающиеся на G/C

[81]

Первые 10 кодонов, сле-
дующих за старт-кодоном, 

в кодирующей области
Более 30000 Рандомизированные

Уменьшение стабильности вторичной струк-
туры, а не сама редкость кодонов отвечает 
за увеличение эффективности трансляции. 
Сильное влияние на экспрессию оказывают 

кодоны ближе к стартовому. Дополнительные 
старт-кодоны в рамке считывания способствуют 

трансляции. Наличие в N-концевой области 
белка аминокислот, на синтез которых клетка 
тратит много ресурсов, отрицательно сказыва-
лось на эффективности синтеза таких белков

[28]

Таблица 1 (продолжение).
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уровней флуоресценции этих белков. После нара-
щивания количества собранных клеток из них вы-
деляют плазмиды, вариабельный участок которых 
амплифицируют и подвергают высокопроизводитель-
ному секвенированию с целью определения после-
довательностей ДНК/РНК, попавших в конкретную 
фракцию и обеспечивающих тот или иной уровень 
экспрессии репортерного гена (рис. 3). 

Этот подход применили для создания ряда кон-
струкций с различными комбинациями сайтов 
посадки рибосомы и промоторов одновременно. 
Количество РНК и зеленого флуоресцентного белка 
(GFP), синтезируемых клетками, трансформирован-
ными каждой из конструкций, относили к количе-

ству соответствующей ДНК, таким образом опре-
деляя эффективность транскрипции и трансляции. 
Также в конструкцию включали ген флуоресцент-
ного белка mCherry, используемого в качестве вну-
треннего контроля, с консервативным промотором 
и сайтом посадки рибосомы (RBS) [67]. В итоге 
был получен набор из 12653 плазмид с различны-
ми комбинациями 114 промоторов и 111 вариантов 
RBS. Чтобы оценить уровни ДНК и РНК в стаци-
онарной фазе проводили глубокое секвенирование 
ДНК (DNA-seq) и РНК (RNA-seq) из клеток в этой 
фазе. Для оценки уровней двух флуоресцентных 
белков клетки сортировали по соотношению ин-
тенсивностей флуоресценции GFP/mCherry. Из со-

Рис. 3. Схема метода Flow-seq (на примере работы с рандомизированными 5’-UTR перед геном белка CER 
и контрольной 5’-UTR перед геном белка RFP). Представлены этапы конструирования библиотеки плазмид, 
трансформации, сортировки и секвенирования. А – клонирование рандомизированного ДНК-фрагмента в ре-
портерный вектор перед геном белка CER. Перед геном белка RFP сохраняется константная 5’-UTR. Б – электро-
порация целой библиотеки плазмид в клетки E. coli. В – разделение клеток на основе отношения интенсивностей 
флуоресценции белков CER/RFP клеточным сортером. Г – сбор фракций с клетками (например, F1–F6) соглас-
но соотношению CER/RFP. Д – выделение ДНК и амплификация рандомизированного участка с последующим 
высокопроизводительным секвенированием (NGS). Рисунок выполнен в программе Inkscape
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вокупностей клеток со сходными соотношениями 
интенсивности флуоресценции GFP/mCherry вы-
деляли плазмидную ДНК и проводили ее глубокое 
секвенирование. При этом на экстрагированные 
последовательности, принадлежащие конкретной 
группе, «довешивали» специфические для каждой 
отдельной группы баркодные последовательности, 
которые служили в дальнейшем для поиска и сор-
тировки последовательностей по ранее определен-
ным группам при анализе ридов, полученных в ре-
зультате секвенирования. Затем оценивали уровни 
двух флуоресцентных белков в группах, отношение 
GFP/mCherry определяли как меру эффективности 
трансляции, делили клетки по величине этого от-
ношения на три вида: слабые, средние и сильные, 
и определяли соответствующие им последователь-
ности. При этом, как и ожидалось, клетки в библио-
теке содержали примерно одинаковые уровни белка 
mCherry, интенсивности флуоресценции которого 
имели нормальное/гауссовское распределение и из-
менялись в пределах одного порядка, в то время 
как уровни экспресcии гена gfp различались на 4 
порядка. С помощью секвенирования были вери-
фицированы 282 отдельные колонии, 55% из кото-
рых были правильными, т.е. содержали констант-
ные участки без ошибок, и для которых определяли 
ожидаемые варианты промоторов и сайтов посад-
ки рибосомы без мутаций. Измеряли уровни флу-
оресценции большинства из этих 55% правильных 
комбинаций промоторов и RBS и использовали их 
в дальнейшем в качестве контрольного набора. 

Результаты, полученные после крупномасштаб-
ного секвенирования ДНК, РНК, измерения уров-
ней экспрессии генов флуоресцентных белков, ис-
пользовали на следующем этапе в качестве основы 
для построения репрезентативных карт. При их 
построении для каждого типа конструкций с кон-
кретными вариантами промотора и сайта связы-
вания рибосомы определяли уровни транскрипции 
и трансляции (рис. 4). Дальнейший анализ позволил 
оценить самые эффективные и неэффективные со-
четания, содержащиеся в библиотеке полученных 
конструкций (табл. 2) [67]. Был проведeн подроб-
ный дисперсионный анализ (ANOVA) [68] уровней 
РНК и белка, независимо определяемых как промо-
тором, так и сайтом посадки рибосомы. Такой под-
ход помог учесть и эффекты, показывающие зави-
симость уровня РНК от скорости трансляции. 

Для визуализации полученных оценок исполь-
зовали программы на языках R [69] и Python [70], 
адаптированные к работе с большими массивами 
данных. Результаты анализа дисперсий позволили 
объяснить различия в уровнях РНК в 92.5% слу-
чаев выбором промотора, в 3.8% – выбором сайта 
посадки рибосомы, а оставшиеся 3.7% не удалось 
объяснить выбором одного из изменяемых элемен-
тов. Различия в уровнях белка GFP в 53.8% случаев 
объясняются выбором промотора, в 29.6% – выбором 
RBS, остальной процент не определялся ни одним 
из этих двух вариативных факторов. Таким обра-
зом, сделан вывод, что выбор промотора оказывает 
наибольшее влияние на уровень РНК и в меньшей 
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Рис. 4. Схематическое изображение примерных репрезентативных карт уровней эффективности синтеза РНК 
и белка. Уровни РНК (слева) и белка (справа) для небольшого набора конструкций размещены на сетке соглас-
но идентичности промоторов (ось Y) и сайтов посадки рибосом (RBS, ось Х). Промоторы и RBS отсортированы 
по возрастанию средних значений эффективности синтеза РНК и белка соответственно. Серые клетки указывают 
на конструкции, соответствующие уровням, лежащим ниже эмпирически заданного порога. Шкалы уровней РНК 
(отношения РНК к ДНК) и белка (отношения флуоресценции белков GFP (зеленый) к RFP (красный)) показаны 
справа от соответствующих им карт. Рисунок выполнен, опираясь на источник [67], в программе Inkscape
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Таблица 2. Примеры последовательностей промоторов и сайтов посадки рибосомы (RBS), обеспечивающих не-
эффективную и эффективную экспрессию

№ Эффективность 
экспрессии Промотор RBS

1

Неэффективная 
экспрессия

GGCGCGCCTCGACATTTATCCCTTGCGGCGA
ATACTTACAGCCATAGCAA CACCATACACATATG

2 GGCGCGCCCTGATAGCTAGCTCAGTCCTAGG
GATTATGCTAGCAGATG ATCTTAATCTAGCGCGGGACAGTTTCATATG

3 GGCGCGCCTCGACAATTAATCATCCGGCTCG
ATACTTACAGCCATCGATT TCTAGAGAAAGACCCGAGACACCATATG

4 GGCGCGCCCACGGTGTTAGACATTTATCCCTT
GCGGCGAATACTTACAGCCATGTGAA ATCTTAATCTAGCTTTGGAGTCTTTCATATG

5 GGCGCGCCTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGG
GATTGTGCTAGCCAATC TCTAGAGAAAGATTAGAGTCACCATATG

6 GGCGCGCCCACGGTGTTAGACAATTAATCAT
CCGGCTCGATACTTACAGCCATGATTC ATCTTAATCTAGCCCGGGAGCATTTCATATG

7 GGCGCGCCTCGACATCAGGAAAATTTTTCTG
ATACTTACAGCCATGCGGA TCTAGAGAAAGACAGGACCCACCATATG

8 GGCGCGCCCACGGTGTTAGACATCAGGAAAA
TTTTTCTGATACTTACAGCCATCGACC TCTAGAGAAAGAGCCGACATACCATATG

9 GGCGCGCCTTTATAGCTAGCTCAGCCCTTGGT
ACAATGCTAGCGCCTG ATCTTAATCTAGCCTGGGATCGTTTCATATG

10 GGCGCGCCTTTATGGCTAGCTCAGTCCTAGGT
ACAATGCTAGCCATAC ATCTTAATCTAGCCCAGGAACGTTTCATATG

1

Эффективная 
экспрессия

GGCGCGCCTTGACATCGCATCTTTTTGTACCT
ATAATGTGTGGATAGAGT

AATCTCATATATCAAATATAGGGTGGATCA
TATG

2 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTTCAGGAA
AATTTTTCTGTATAATGTGTGGATGTTCA

AATCTCATATATCAAATATAAGGCGGATCA
TATG

3 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTATTAATC
ATCCGGCTCGTATAATAGATTCATTGAAG ATTAAAGAGGAGAAATTACATATG

4 GGCGCGCCTTGACATCGCATCTTTTTGTACCT
ATAATAGATTCATGATGA AAAGATCTTTTAAGAAGGAGATATACATATG

5 GGCGCGCCTTGACATAAAGTCTAACCTATAG
GATACTTACAGCCATACAAG AAAGAGGAGAAATTACATATG

6 GGCGCGCCTTGACATCAGGAAAATTTTTCTG
TAGATTTAACGTATAGGTA

AATCTCATAAATCAAATATAAGGGGGATC
ATATG

7 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTTCGCATC
TTTTTGTACCTATAATAGATTCATTGCTA GAATTCATTAAAGAGGAGAAAGGTCATATG

8 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTTCGCATC
TTTTTGTACCCATAATTATTTCATTCACA

AATCTCATATCTCAAATATAAGGGGGATCA
TATG

9 GGCGCGCCAAAAAATTTATTTGCTTTTTATCC
CTTGCGGCGATATAATAGATTCATCTTAG

AATCTCATAGATCAAATATAGGGGGGATC
ATATG

10 GGCGCGCCAAAAAATTTATTTGCTTTCGCAT
CTTTTTGTACCTATAATGTGTGGATAATAA ATCTTAATCTAGCGGGGGAGAATTTCATATG

Примечание: примеры комбинаций последовательностей промотора и сайта посадки рибосомы выбраны 
с учетом наибольших и наименьших значений уровня РНК и трансляции, соответственно, для эффективной 
и неэффективной экспрессии белка; подчеркнуты последовательности сайтов рестрикции; последние пять 
нуклеотидов последовательностей промотора служат уникальным баркодом для определения места начала 
транскрипции. Последовательности приведены в ориентации 5’→3’. 

степени на уровень белка, так как на эффектив-
ность трансляции влияет и выбор сайта посадки 
рибосомы, и, возможно, другие факторы [67].

В ряде работ с применением метода Flow-seq из-
учено влияние последовательностей 5’-нетрансли-
руемых областей разного размера и их отдельных 

участков на эффективность синтеза репортерного 
флуоресцентного белка [2, 39, 71–74]. 

Варьирование спейсерных участков, расположен-
ных между последовательностью Шайна–Дальгарно 
и старт-кодоном, позволило создать библиотеки не-
большого размера, где 4 и 6 нуклеотидов данного 
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участка были рандомизированы. При этом удалось 
получить 100- [39] и 1000-кратную [71] разницу 
между самым высоким и самым низким количе-
ством белка на выходе соответственно. В первом 
случае в число самых эффективных и не эф-
фективных вошли следующие последовательно-
сти спейсерного участка: cAAAAcau, cGAAAcau, 
cAUAAcau, cAUAUcau и cCCGCcau, cCUCUcau, 
cCGCUcau, cCCGUcau соответственно, окружен-
ные с 5’-конца последовательностью SD (GGAG), 
а с 3’-конца старт-кодоном (AUG). Во втором слу-
чае среди последовательностей, следующих за SD 
(AAGAAGGA), предшествующих старт-кодону 
(AUG) и обеспечивающих наибольшую экспрес-
сию, можно выделить gacUAGAGC, gacUGUAAG, 
gacAAAACC, gacGUGGUU. Интересно, что в обоих 
случаях среди самых эффективных встречается по-
следовательность CAAAAC.

В первом случае для создания библиотеки ис-
пользовали одноцепочечные олигонуклеотиды 
с четырьмя рандомизированными нуклеотидами 
в спейсерном участке и необходимыми сайтами 
рестрикции для последующего встраивания в век-
тор перед старт-кодоном гена флуоресцентного 
белка CER. Полученный таким образом набор кле-
ток подвергали сортировке, а выделенные вариа-
тивные участки плазмид использовали для NGS-
секвенирования [39]. 

Во втором случае с целью оптимизации синтеза 
двух конкретных белков, кодируемых генами araHWT 
и narKWT, их кодирующие последовательности были 
соединены с участком, кодирующим добавочную 
последовательность TEV-GFP-His8, где TEV – сайт 
распознавания протеазой вируса гравировки таба-
ка (ВТМ/TEV – tobacco etch virus), His8 – восьми-
гистидиновый таг для дальнейшей очистки. Таким 
образом, измеряемая флуоресценция GFP может 
отражать уровни экспрессии интересующих генов. 
Для создания библиотеки использовали вектор, 
включающий описанный сложный кодирующий уча-
сток под контролем Т7-промотора, и два праймера, 
обратный из которых был константным, а прямой 
содержал по шесть вариативных нуклеотидов перед 
и после старт-кодона, причем последние удовлетво-
ряли синонимичным заменам кодонов. Экспрессию 
индуцировали ИПТГ, после чего клетки сортировали 
с помощью FACS на отдельные фракции по интен-
сивности флуоресценции белка GFP. Далее из полу-
ченных фракций выделяли библиотеки плазмидных 
ДНК и подвергали их высокопроизводительному 
секвенированию [71]. 

Анализ результатов секвенирования нескольких 
десятков тысяч различных вариантов мРНК, по-
лученных в двух описанных выше экспериментах, 

показал, что низкое содержание GC-нуклеотидов 
и отсутствие (или минимизация) вторичной струк-
туры мРНК в исследуемом спейсерном участке спо-
собствуют увеличению количества синтезируемого 
белка [39, 71]. Поэтому для увеличения выхода син-
тезируемого белка кажется разумным использовать 
олигоадениловые или другие А-богатые спейсеры 
между последовательностью SD и старт-кодоном, 
избегая при этом цитидиновых оснований, хотя 
не стоит исключать некоторые конкретные мРНК 
с А-богатыми спейсерными участками, которые мо-
гут маскировать сайт инициации трансляции в сво-
ей вторичной структуре, если, например, начало ко-
дирующей области будет U-богатым. 

Эти результаты необходимо учитывать при ди-
зайне репортерных плазмид, когда уровень экс-
прессии экзогенных генов планируют регулировать 
в соответствии с конкретной биотехнологической 
потребностью. Для коэкспрессии генов, продукты 
которых должны синтезироваться в определенном 
стехиометрическом соотношении, например, когда 
белки являются субъединицами гетеромультимер-
ного комплекса, уровни экспрессии этих генов мож-
но отрегулировать путем правильного подбора спей-
серных участков.

Определение чувствительности к незначитель-
ным изменениям в последовательности регулятор-
ных элементов в 5’-UTR, таких, как последователь-
ность Шайна–Дальгарно, представляет сложную 
задачу, поскольку небольшие изменения в составе 
5’-UTR могут привести к непредсказуемым измене-
ниям в уровне экспрессии гена [34, 75]. Зависимость 
эффективности трансляции от последовательности 
5’-UTR делает возможной эффективную и мульти-
плексную инженерию при условии, что создаваемые 
модели способны адекватно предсказывать эти из-
менения [73]. 

В качестве еще одного инструмента для проек-
тирования уровня экспрессии генов в биоинжене-
рии разработана EMOPEC, представляющая собой 
почти полную базу данных измеренных с помощью 
Flow-seq уровней экспрессии gfp в зависимости 
от присутствия той или иной последовательности 
SD [76]. 

Хорошо известно, что влияние конкретной SD 
в значительной степени зависит от ее генетического 
контекста [32]. Соответственно, следует соблюдать 
особую осторожность при повторном применении 
измеренных уровней экспрессии в биоинженерии 
метаболических путей или в синтетической биоло-
гии, поскольку сайт связывания рибосомы сильно 
зависит от локальной вторичной структуры мРНК. 
Однако если последовательности Шайна–Дальгарно 
можно модифицировать, минимально воздействуя 
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при этом на вторичную структуру в данной области 
мРНК, то относительный порядок силы экспрессии 
конкретной SD вероятно сохранится [73]. Данные 
особенности учитываются при использовании ал-
горитма в базе EMOPEC, что позволяет протести-
ровать широкий спектр уровней экспрессии генов 
при минимальных изменениях в последовательно-
сти SD. Это делает возможным параллельное и эф-
фективное редактирование генома, настраивающее 
уровень экспрессии генов.

Метод Flow-seq многократно использовался 
для того, чтобы понять, как нуклеотидные после-
довательности различных участков 5’-UTR влияют 
на эффективность трансляции. В частности, такому 
исследованию подвергали сайты посадки рибосомы 
с фиксированной последовательностью SD [74], 5’-
UTR разной фиксированной длины [2] или природ-
ные 5’-UTR разной длины [77], а также standby-
сайты и спейсерные участки [72]. Анализ десятков 
тысяч проверенных вариантов позволил получить 
разницу в пределах 4 и даже 5 порядков в эффек-
тивности синтеза репортерного белка. Причeм за-
мена одного репортeрного белка другим зачастую 
не влияла на общую тенденцию распределения по-
следовательностей, задающих тот или иной уро-
вень биосинтеза белка, что указывает на то, что эти 
изменения определяются именно вариабельными 
участками мРНК. Схожие наблюдения, связан-
ные с низкой стабильностью вторичной структуры 
и консервативностью последовательности SD, про-
слеживались в случае вариантов, определяющих 
высокую эффективность трансляции [2]. Те же фак-
торы выявлены как значимые для эффективности 
трансляции репортерного гена, перед которым на-
ходился набор природных 5’-UTR, однако в данном 
случае вариабельность эффективности трансляции 
была значительно меньше, чем в случае библиотеки 
полностью рандомизованных последовательностей 
5’-UTR [77]. Встречались и отдельные случаи, сви-
детельствовавшие о присутствии AU-богатых эн-
хансеров на 5’-конце в standby-сайте, низкой доле 
цитидиновых оснований, множественных SD, AG-
повторов в 5’-UTR мРНК, обеспечивающих высокий 
уровень репортерного белка [2].

Сходный подход использовали и для выясне-
ния влияния редких кодонов в начале кодирую-
щей области мРНК на эффективность трансляции 
[78]. Согласно наблюдениям, редкие кодоны чаще 
встречаются в начале кодирующей области природ-
ных генов, особенно тех, которые экспрессируются 
на высоком уровне, что, возможно, важно для обе-
спечения высокого уровня биосинтеза белка [64, 
79–82]. По другим данным, редкость кодонов в на-
чале кодирующей области это просто следствие от-

бора, движущей силой которого служит стремление 
минимизировать вторичную структуру в начале 
кодирующей области мРНК [19, 78, 82]. В научной 
литературе продолжается дискуссия о причинах 
и следствиях возникновения кластера редких ко-
донов в начале кодирующих областей и о том, на-
сколько эти кластеры влияют на эффективность 
трансляции. Возможными причинами расхождения 
во мнениях могут быть особенности получения дан-
ных, на которых эти мнения основаны. В частности, 
различные научные группы использовали для сво-
их выводов природные [79–84] или синтетические 
последовательности [80, 85–90], а также несколько 
различающиеся способы анализа [79–90]. 

Для выяснения причин повышенной частоты 
встречаемости редких кодонов в начале кодирую-
щей области генов бактерий и ее функциональной 
роли на основе массива олигонуклеотидов была соз-
дана большая библиотека, насчитывающая 14234 
комбинации из двух промоторов (сильного и сла-
бого), четырех сайтов посадки рибосомы (сильного, 
среднего, слабого и природного) и последовательно-
стей первых 13 кодонов 137 генов E. coli. Подобные 
регуляторные элементы были помещены перед ге-
ном эффективно сворачивающегося зеленого флу-
оресцентного белка (sfGFP) в плазмиде, c которой 
конститутивно коэкспрессируется белок mCherry 
[78]. Во всей полученной библиотеке измерили 
уровни ДНК, РНК и белков с помощью DNA-seq, 
RNA-seq и Flow-seq соответственно. 

Гипотеза о “codon ramp” гласит о медленной 
трансляции первых N-концевых кодонов коди-
рующей области, что в дальнейшем способствует 
уменьшению остановок рибосомы во время био-
синтеза белка [79, 88, 89]. Некоторое увеличение 
эффективности трансляции при наличии редких 
кодонов в начале кодирующей области можно объ-
яснить изменением вторичной структуры мРНК, 
а не редкостью кодонов как таковых [78]. Наконец, 
профили покрытия рибосом показали, что концен-
трация тРНК, которая, собственно, и предопределя-
ет эффективность использования кодонов, не кор-
релирует со скоростью трансляции. Специфические 
редкие кодоны могут создавать внутренние мотивы, 
похожие на последовательность SD, которые, в свою 
очередь, могут влиять на эффективность трансля-
ции в клетках E. coli [64]. Поиск ассоциации между 
внутренними SD-схожими мотивами и изменениями 
экспрессии привел к обнаружению слабой, но стати-
стически значимой связи. 

Изучение влияния синонимических мутаций 
на эффективность трансляции позволило сделать 
следующий вывод [85]. Присутствие редких кодонов 
в E. coli, часто А/Т-богатых в третьем положении, 
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чаще коррелирует с увеличением экспрессии, чем 
наличие синонимичных кодонов, оканчивающиеся 
на G/C, что указывает на связь с вторичной струк-
турой мРНК [85]. Также показано, что уменьшение 
GC-контента коррелирует с увеличением экспрес-
сии белка [78]. С помощью предсказания вторичной 
структуры РНК для первых 120 оснований каждого 
транскрипта с использованием специализированной 
на укладке нуклеиновых кислот программы NUPACK 
[91] обнаружено, что увеличение силы вторичной 
структуры коррелирует с уменьшением уровня экс-
прессии, что объяснило большую вариацию, чем лю-
бое другое изменение, оцененное ранее [78].

Позже проанализировали более 30 × 103 вариан-
тов кодонов в положениях 2–11 кодирующей обла-
сти репортерного флуоресцентного белка, получен-
ных в ходе рандомизации первых 30 нуклеотидов, 
следующих за старт-кодоном. Ген второго флуо-
ресцентного белка оставался неизменным и слу-
жил внутренним контролем. Созданная библиотека 
плазмид была исследована с помощью метода Flow-
seq [28], что позволило подтвердить отрицательное 
влияние вторичной структуры мРНК на эффектив-
ность трансляции, в то время как положительная 
роль редких кодонов в начале кодирующей области 
в экспрессии гена не наблюдалась. 

В то же время были выявлены следующие за-
кономерности. Некоторые кодоны, находясь в нача-
ле кодирующей области, положительно (AUG, AGA, 
GUA, GCA, CAC, CGA, UAC, AAA, кодирующие до-
полнительный Met помимо инициаторного, положи-
тельно заряженные аминокислоты Arg, Lys, His, ги-
дрофобные алифатические Ala, Val и ароматический 
Tyr), а некоторые отрицательно (CUC, CCC, CCG, 
CUG, GGA, GGG, GGC, GCC, кодирующие гидрофоб-
ные алифатические аминокислоты и аминокислоты 
с большей или меньшей конформационной свободой 
по сравнению с остальными аминокислотами Leu, 
Pro, Gly, Ala) влияют на уровень экспрессии. Чем 
ближе соответствующий кодон к инициаторному, тем 
сильнее его влияние. Дополнительные старт-кодоны 
в рамке считывания способствуют трансляции. 
Присутствие в N-концевой области белка аминокис-
лот, на синтез которых клетка тратит много ресурсов, 
отрицательно сказывалось на эффективности синте-
за таких белков в бедной среде. 

Применение метода Flow-seq не ограничивает-
ся приведенными примерами. Этот метод приме-
няют также для оценки (с помощью репортерных 
конструкций как биосенсоров в различных штам-
мах бактерий, в том числе и нокаутных [92]) эф-
фектов, влияющих на гликолитические процессы, 
для оценки терминаторных последовательностей 
[93], определения генов, вовлекаемых в изменения 

конкретного метаболического пути (с использовани-
ем биосенсорных конструкций [94]) и решения дру-
гих задач, например, исследования сплайсинга [95].

ВКЛАД FLOW-seq В СИНТЕТИЧЕСКУЮ БИОЛОГИЮ
Синтетическая биология – это недавно появившаяся 
область науки, связанная с дизайном и созданием 
живых организмов или отдельных процессов в при-
родных организмах [96–98]. Возникла и развивает-
ся данная дисциплина благодаря сочетанию техно-
логий генной инженерии и рекомбинантных ДНК 
с компьютерным моделированием. Таким образом, 
синтетическая биология стремится определить по-
ведение организмов и процессов в них, чтобы потом 
модифицировать и объединять их в сложных кон-
кретных задачах. Для надежной работы синтетиче-
ских составных систем необходимо, чтобы состав-
ляющие систему белки образовывались в заранее 
заданных соотношениях [97].

Созданы три программы-калькулятора, которые 
оценивают эффективность трансляции на основе 
последовательностей 5’-UTR мРНК, так как счита-
ется, что общая скорость трансляции пропорцио-
нальна скорости инициации. Такие калькуляторы, 
как показано, дают адекватные оценки уровня био-
синтеза белка. 

Первым из трех калькуляторов является RBS 
Calculator [33, 99]. В основу его создания как ме-
тода предсказательного дизайна контролируе-
мой инициации трансляции и белкового синтеза 
в бактериях [32, 33] легла ранее рассмотренная 
термодинамическая модель. Использование этого 
метода позволяет изменять эффективность транс-
ляции в диапазоне 5 порядков величины [33, 34]. 
Однако предсказания, сделанные с помощью RBS 
Calculator, не всегда совпадают с эксперименталь-
ными данными, полученными как с помощью Flow-
seq, так и путем тестирования индивидуальных 
репортерных конструкций [2]. 

Еще один вычислительный метод моделирова-
ния 5’-UTR, способный предсказывать эффектив-
ность трансляции по последовательности мРНК 
с той или иной 5’-UTR – UTR Designer или UTR 
Library Designer [100, 101]. В этом методе, сходном 
с программой RBS Calculator, используется термо-
динамический параметр, определяемый как разни-
ца в свободной энергии Гиббса до и после сборки 
инициаторного комплекса 30S на мРНК, и учиты-
вается аффинность взаимодействия рибосомы и до-
ступность мРНК и рибосомы. Как и RBS Calculator, 
эта программа имеет два варианта дизайна: в пря-
мом происходит генерирование 5’-UTR с заданным 
уровнем эффективности трансляции желаемой по-
следовательности белка. В обратном варианте пред-
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сказывается уровень биосинтеза белка с введенной 
последовательности мРНК с 5’-UTR и первыми 35 
нуклеотидами белок-кодирующей области. Принцип 
работы описанного метода создания библиотеки 
мРНК с различными 5’-UTR заключается в гене-
рировании последовательностей 5’-UTR с помощью 
рандомизации нуклеотидов, комбинаторного перебо-
ра вариантов конструкций с выбором тех, которые 
будут обеспечивать желаемый уровень трансляции 
белка. Более того, можно отметить константную 
часть в 5’-UTR, присутствие которой обязательно 
в результирующей последовательности, тогда ком-
бинаторный перебор будет затрагивать только ее 
окружение. Валидация данного метода проведена 
на двух библиотеках 5’-UTR, содержащих 16 по-
следовательностей с разными уровнями трансля-
ции в заданном диапазоне, с использованием флу-
оресцентного репортера; результаты предсказания 
in silico хорошо соответствовали измеренным дан-
ным in vivo [100]. Однако далеко не всегда предска-
зания описанного подхода коррелируют с резуль-
татами, полученными in vivo на других выборках 
последовательностей 5’-UTR в выбранном диапазо-
не эффективностей биосинтеза белка.

Последний RBS Designer, как и два предыду-
щих, рассчитывает свободные энергии, но отли-
чается по методу расчета скорости трансляции. 
Имея в основе стационарную кинетическую модель, 
этот калькулятор оценивает вероятность связы-
вания конкретной мРНК с рибосомой (эффектив-
ность трансляции), исходя из вероятности доступ-
ности представленного участка мРНК, содержащего 
RBS, и аффинности связывания рибосомы. Каждая 
из этих программ показала схожую точность пред-
сказания [97].

На данный момент представлено несколько моде-
лей предсказаний, построенных благодаря большо-
му количеству данных, полученных методами круп-
номасштабного секвенирования, анализу различных 
библиотек и результатам других генно-инженерных 
методов. В качестве примера можно привести воз-
можное предсказание сайтов инициации транс-
ляции, полезное для локализации белок-кодирую-
щих участков генов при компьютерной аннотации 
бактериальных и архейных геномов [102], а также 
предсказание возможных геномных последователь-
ностей, которые соответствуют функциональным 
мотивам РНК [103], или же предсказание уровня 
экспрессии генов с новыми комбинациями генети-
ческих элементов [75]. 

Даже экспериментальная проверка эффективно-
сти трансляции, определяемой каким-либо участ-
ком связывания в модельной системе, не может 
гарантировать, что такая же эффективность будет 

наблюдаться, если заменить последовательность 
кодирующей области. Так происходит, например, 
из-за образования вторичных структур при ком-
плементарности кодирующей области и 5’-UTR. 
Для того, чтобы сделать уровень экспрессии любого 
гена, экспрессируемого в гетерологичной системе, 
более предсказуемым, было проведено исследование 
с помощью специально созданных бицистронных 
конструкций. В этом исследовании короткая стан-
дартная рамка считывания предшествовала кодиру-
ющей области репортера, эффективность экспрес-
сии которого определяли цитофлуориметрически. 
Рамки перекрывались с помощью рандомизиро-
ванного участка реинициации трансляции. Таким 
образом установлено, что использование реиници-
ации снимает зависимость эффективности транс-
ляции от кодирующей области второго гена. В та-
ком искусственном опероне в качестве второго гена 
использовали как gfp, так и rfp. Результирующие 
уровни экспрессии этих разных генов хорошо кор-
релировали между собой [75].

Таким образом, экспериментальное определение 
эффективности экспрессии с помощью цитофлуо-
риметрии или Flow-seq можно прямо и надежно ис-
пользовать при создании экспрессионных конструк-
ций в синтетической биологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Flow-seq-метод комбинирует гибкие способы генной 
биоинженерии с клеточной сортировкой на основе 
проточной цитометрии и глубокого секвенирова-
ния ДНК, чтобы обеспечить всестороннюю оценку 
взаимосвязей между генотипом и фенотипом. Одно 
из применений Flow-seq заключается в изучении 
влияния специфических регуляторных элементов 
на синтез белка (табл. 1). Дизайн направленных 
изменений на основе репортерных конструкций 
с использованием генов флуоресцентных белков по-
зволяет быстро и эффективно выяснить вклад кон-
кретных вариантов регуляторных последовательно-
стей в эффективность синтеза белка. Как и другие 
методы изучения влияния элементов 5’-нетранс-
лируемой области мРНК на эффективность транс-
ляции, данный подход имеет свои особенности, 
которые следует учитывать при планировании 
комплексного и многоступенчатого эксперимента. 
Несмотря на большие возможности рассматривае-
мого метода, его применение имеет свои ограниче-
ния, обусловленные прежде всего сложностями, воз-
никающими на разных стадиях: при клонировании 
библиотеки ДНК, при сортировке клеток с разны-
ми соотношениями интенсивностей флуоресценции 
репортерных белков, при высокопроизводительном 
секвенировании, анализе полученных ридов и в по-
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следующих расчетах. В число ограничений входит 
и использование всего двух флуоресцентных белков 
или других детектируемых реагентов такого рода, 
поскольку существует возможность перекрывания 
спектров флуоресценции этих белков и, как след-
ствие, ошибок при регистрации сигналов. Тем не ме-

нее, метод Flow-seq широко используется в разных 
областях научных исследований и не теряет акту-
альность на протяжении многих лет. 

Работа выполнена при поддержке грантов 
РФФИ № 17-00-00369, 17-00-00366, 17-00-00367.
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