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Аннотация. При изучении бактериальных геномов и транскриптомов обнаружено несколько сотен ма-

лых некодирующих РНК и тысячи внутригенных транскриптов, в том числе, антисмысловых. У 

Escherichia coli их отношение к общему количеству аннотированных генов может достигать 25%, но 

функциональное значение установлено менее, чем для двух десятков малых РНК. Кроме того, недавно 

было обнаружено, что бактерии способны секретировать РНК во внешнюю среду – такие РНК полу-

чили название экзоРНК. Подавляющая часть экзоРНК E. coli синтезируется из кодирующих областей 

генов метаболических регуляторов. Так, в конце гена фактора транскрипции UxuR, контролирующего 

метаболизм гексуронатов, закодировано, по меньшей мере, три регуляторных РНК трех типов – внут-

риклеточная антисмысловая, антисмысловая экзоРНК и сонаправленная РНК UxuT. В данной работе с 

помощью жидкостной хромато-масс-спектрометрии (LC/MS) были идентифицированы белки-парт-

неры этих РНК. Химически синтезированные аналоги РНК были коньюгированы с биотином и иммо-

билизованы на покрытые стрептавидином магнитные частицы. На них были специфически сорбиро-

ваны белки лизата клеток E. coli, выращенных до экспоненциальной фазы в присутствии D-глюкозы 

или D-галактуроната. LC/MS спектрометрия выявила зависимость спектра сорбированных белков от 

источника углерода, но в комплексах со всеми малыми РНК были обнаружены белки метаболизма гек-

суронатов и шаперон SecB. Это может говорить об участии некодирующих РНК гена uxuR в регуляции 

углеводного обмена и определенной роли SecB в их транспорте.  

Ключевые слова: Escherichia coli, некодирующие РНК, экзоРНК, сорбция на магнитные шарики, 

LC/MS спектроскопия. 
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Abstract. While studying bacterial genomes and transcriptomes, several hundreds of small non-coding RNAs 

(sRNAs) and thousands of intragenic transcripts were found, including antisense ones. In Escherichia coli, 

their ratio to the total amount of annotated genes can be up to 25%, but only for less than two dozen of sRNAs 
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functions were revealed. Furthermore, it was recently discovered that bacteria can secrete small RNA in the 

external environment; such RNAs were named exoRNAs. The majority of the E. coli exoRNAsare synthesized 

from within the coding regions of genes for metabolic regulators. UxuR is one of such regulators that controls 

hexuronate metabolism. In the end of its gene at least three regulatory RNAs are encoded, belonging to three 

different classes: intracellular antisense RNA, secreted antisense RNA (exoRNA), and in-cys sRNA UxuT. In 

this work, protein partners of these RNAs were identified using liquid chromato-mass-spectrometry (LC/MS). 

Chemical lysyn the sized RNA analogs were conjugated with biotin and immobilized on the streptavidin-coated 

magnetic beads. Then, they were used for specific sorption of the proteins from the lysates of the E. coli cells 

grown to exponential phase on D-glucose or D-galacturonate. LC/MS demonstrated the dependence of the 

spectrum of the sorbed proteins on the carbon source, however all small RNAs formed complexes with the 

proteins of hexuronate metabolism, and the SecB chaperone.  This could indicate involvement of the uxuR-

derived non-coding RNAs in the regulation of carbohydrate metabolism and participation of SecB in their 

transport. 

Keywords: Escherichia coli, non-coding RNAs, exoRNAs, sorption on magnetic beads, LC/MS spectrometry.  
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Введение 

За несколько десятилетий у бактерий 

было обнаружено несколько сотен малых 

некодирующих РНК и тысячи внутриген-

ных транскриптов, в том числе, ан-

тисмысловых. У E. coli их отношение к 

общему количеству аннотированных ге-

нов может достигать 20-25% [1, 2], од-

нако функциональное значение установ-

лено менее чем для двух десятков [3]. Су-

ществуют работы, показывающие, что в 

прокариотических организмах большин-

ство антисмысловых РНК являются по-

бочными продуктами смысловой тран-

скрипции [4, 5]. В то же время, для эука-

риотических организмов было показано, 

что антисмысловые РНК, закодирован-

ные в конце белок-кодирующих генов 

или в их 3’-нетранслируемых областях, 

могут подавлять уровень экспрессион-

ного шума [6]. У прокариот фрагменты 

3’-концов мРНК также могут выполнять 

регуляторную функцию – например, ма-

лая РНК CpxQ, имеющая длину 60 нук-

леотидов и представляющая собой ре-

зультат процессинга мРНК гена шапе-

рона cpxP РНКазой Е, способна ингибиро-

вать гены периплазматических белков [7].  

Не так давно было обнаружено, что 

бактерии способны секретировать корот-

кие РНК (экзоРНК, 13-24 нт) во внеш-

нюю среду [8]. Функции экзоРНК пока не 

до конца понятны. Есть основание пред-

полагать, что они выполняют, в первую 

очередь, сигнальную функцию и отве-

чают за взаимодействие бактерий друг с 

другом [9-11] или с организмом хозяина, 

как это делают аналогичные по длине 

фрагменты транспортных РНК (tRFs) [12, 

13]. tRFs есть и среди коротких РНК, сек-

ретируемых кишечной палочкой, но пре-

валируют фрагменты мРНК и антисмыс-

ловые им транскрипты – причем часто 

они образуют комплементарные дуп-

лексы [14]. Удивительно, но подавляю-

щая часть экзоРНК E. coli синтезируется 

из кодирующих областей генов метабо-

лических регуляторов. Так, ранее нами 

было обнаружено, что в конце гена фак-

тора транскрипции UxuR, контролирую-

щего метаболизм гексуронатов, закоди-

ровано, по меньшей мере, три регулятор-

ных РНК трех типов – внутриклеточная 

антисмысловая, антисмысловая экзоРНК 

и сонаправленная РНК UxuT, синтез ко-

торой начинается в 3’-некодирующей об-

ласти гена [15]. Целью данной работы 

был поиск потенциальных белков-парт-

неров, сорбирующихся на эти РНК.  

Экспериментальная часть 

Для определения спектра белков, взаи-

модействующих с малыми РНК гена 

uxuR, была использована сорбция биоти-

нилированных РНК-олигонуклеотидов 

на покрытые стрептавидином магнитные 
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частицы. Биотинилированные аналоги 

малых РНК были синтезированы в компа-

нии «Евроген» (Россия). В качестве мо-

дельных были выбраны две антисмысло-

вые РНК: внутриклеточная антисмысло-

вая uxuR-aRNA и uxuR-exoRNA388 (где 

388 – это количество прочтений данной 

экзоРНК в предварительном экспери-

менте [14]). Поскольку антисмысловые 

РНК часто присутствуют в клетке в виде 

дуплексов, в эксперимент также была 

взята uxuR-aRNA с комплементарной по-

следовательностью. Третьей исследуе-

мой РНК была малая РНК, транскрибиру-

емая с конца гена uxuR – UxuT [15]. В ка-

честве контроля неспецифического свя-

зывания белков был выбран олигонук-

леотид с последовательностью антисмыс-

лового участка гена uxuB, для которого не 

был найден промотор и на который не 

было картировано антисмысловых тран-

скриптов, как минимум, коротких. Вто-

рым контролем служила рандомизиро-

ванная последовательность uxuR-ex-

oRNA388, для которой не было совпаде-

ний в геноме кишечной палочки – uxuR-

388-shuffle. Для получения уникальной 

рандомизированной последовательности 

использовалось веб-приложение Shuffle 

DNA (http://www.bioinformatics.org/ 

sms2/shuffle_dna.html). Последовательно-

сти РНК-олигонуклеотидов приведены в 

таблице 1. Поскольку uxuR кодирует ре-

гулятор метаболизма гексуронатов, то 

для поиска белков-партнеров закодиро-

ванных в нем малых РНК, были исполь-

зованы клетки дикого типа E. coli K-12 

MG1655, выращенных на D-глюкозе и D-

галактуронате (минимальная среда 

М9+0.2% источника углерода, 37℃, 

аэробные условия, оптическая плотность 

OD600=0.2). 

20 мл культуры центрифугировали в 

течение 10 минут при 6000 rpm, после 

чего супернатант удаляли, а осадок про-

мывали несколько раз однократным рас-

твором фосфатно-солевого буфера, со-

держащим 137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 

10 мМ Na2HPO4 и 1.8 мМ KH2PO4. Далее 

клетки ресуспендировали в 1 мл буфера 

1хTENT (20 мМ Tris-HCl (pH 8.0), 2 мМ 

EDTA (pH 8.0), 500 мМ NaCl, 1% Triton 

X-100) с добавлением ингибитора про-

теаз фенилметилсульфонил фторида 

(PMSF). Образцы обрабатывали ультра-

звуком (12 циклов) на приборе BioRuptor 

Pico (Diagenode, Нидерланды) и оса-

ждали при 13400 rpm в течение 15 минут 

при +4℃. Концентрацию белков в супер-

натанте измеряли на спектрофотометре 

NanoDrop-1000 (США) и выравнивали 

Таблица 1. Названия и последовательности использованных биотинилированных олиго-

нуклеотидов для детекции взаимодействующих с ними белков. 

Table 1. Names and sequences of biotinylated oligonucleotides used for the detection of pro-

teins interacting with them 

Название олигонуклеотида Последовательность 

uxuR-aRNA 5’– Biotin– CUAAGUACCGGCGACCUAUUU–3’ 

uxuR-aRNA дуплекс 
5’– Biotin– CUAAGUACCGGCGACCUAUUU–3’ 

3’–UUCAUGGCCGCUGGAUAAAGU–Biotin–5’ 

uxuR-exoRNA388 5’– Biotin–ACUCUUUGCGAUACAGGCUGUC–3’ 

UxuT 

5’– Biotin–

CAAGGGUAAACGUUCCUUGCGCUUUCUUAAA

UUAAGAAGUCGCAAUGAGUAUUACUUUGUAA

AUUGCAGGGUAUUGUUU–3’ 

uxuR-388-shuffle (контроль) 5’– Biotin–AUUAGUACAUGUGGCCGCUUCC–3’ 

аРНК uxuB (контроль) 
5’– Biotin–

CGAACGGCACAACGUCUGCAACGAACUGUG–3’ 
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концентрации различных образцов. За-

тем к 100 мкл клеточного лизата добав-

ляли 1 мкг очищенной биотинилирован-

ной РНК, 5 мкл диэтилпирокарбоната в 

качестве ингибитора РНКаз и буфер 

1хTENT, после чего инкубировали при 

комнатной температуре в течение 30 ми-

нут при постоянном перемешивании. Да-

лее в образцы добавляли 50 мкл подго-

товленных частиц Dynabeads™ M-280 

Streptavidin (Thermo Fisher Scientific, 

США), после чего образцы снова инкуби-

ровали при комнатной температуре в те-

чение 30 минут при постоянном переме-

шивании для сорбции на носитель. Для 

удаления неспецифически связанных 

белков пробы трижды промывали буфе-

ром 1хTENT. Для десорбции специфиче-

ски связанных белков образцы ресуспен-

дировали в 60 мкл буфера, содержащего 

4% SDS, 0.2 М Tris-HCl (pH 6.8) и 20% 

глицерин, и инкубировали при 95°С в те-

чение 5 минут при 1000 rpm. Супернатант 

отбирали и хранили на +4°С до дальней-

шего масс-спектрометрического анализа.  

Для электрофоретического разделения 

белков был использован 12.5% полиакри-

ламидный гель (ПААГ). Электрофорез 

проводили по стандартному протоколу, 

описанному ранее [16]. Гель окрашивали 

нитратом серебра [16]. Как видно из элек-

трофореграммы на рисунке 1, спектр бел-

ков, сорбирующихся на различные РНК, 

в основном, различался как между олиго-

нуклеотидами, так и между клетками, 

растущими в присутствии различных ис-

точников углерода. Для качественного 

анализа спектра белков, специфически 

сорбированных на различные типы РНК, 

в ЦКП протеомики Сколтеха был прове-

дён их хромато-масс-спектрометриче-

ский анализ. Пробоподготовка осуществ-

лялась в несколько этапов. На первом 

этапе образцы гидролизовали трипсином 

на фильтре S-trap. Полученные смывы со-

бирали в стеклянной вставке для высоко-

эффективной жидкостной хроматогра-

фии с электрораспылительной иониза-

цией в режиме тандемной масс-спектро-

метрии (ВЭЖХ-МС), упаривали в ваку-

умном концентраторе и растворяли в 20 

мкл 0.1% водного раствора муравьиной 

кислоты. После гидролиза осуществляли 

хромато-масс-спектрометрический ана-

лиз проб на ВЭЖХ системе Ultimate 3000 

RSLCnano, соединенной с масс-спектро-

метром Q-Exactive HF-Х. Масс-спектро-

метрический анализ проводили в режиме 

положительной ионизации с использова-

нием источника NESI (Thermo Fisher 

Scientific, США).  

Идентификацию белков проводили 

при помощи программы MaxQuant 

(https://www.maxquant.org/) с использова-

нием поискового алгоритма Andromeda. 

Для идентификации белков использовали 

базу данных UniProt (https://www.uniprot. 

org/) E. coli. Белки рассматривались в ка-

честве достоверно идентифицированных, 

если для них было обнаружено, по край-

ней мере, два пептида. Безметковая коли-

чественная оценка содержания белков 

происходила на основе iBAQ и LFQ.  

Белки, связанные с каждой из исследу-

емых РНК, сравнивали с белками, сорби-

рованные на контрольные олигонуклео-

тиды. В случае отсутствия белка среди 

множества, связавшихся с контрольными 

олигонуклеотидами, его считали уни-

кальным для той или иной РНК. Визуали-

зацию состава белков, связавшихся с 

каждым образцом, осуществляли с ис-

пользованием пакета webr (https://cran.r-

project.org/web/packages/webr/index.html) 

для языка программирования R. 

Обсуждение результатов 

Несмотря на то, визуально спектр бел-

ков, сорбированных на uxuR-exoRNA388 

и ее shuffle версию был похожим (до-

рожки 8 и 9 на рис. 1), LC/MS спектро-

метрия выявила ряд белков, специфиче-

ски связавшихся именно с ней (рис.2). Из 

рисунка видно, что, независимо от источ-

ника углерода, с экзоРНК связываются 

шаперон транспорта пре-белков SecB и 

https://www.maxquant.org/
https://cran.r-project.org/web/packages/webr/index.html
https://cran.r-project.org/web/packages/webr/index.html


 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 6. С1015-1022. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 6. pp. 1015-1022. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

1019  

D-маннонат оксидоредуктаза UxuB. Гуа-

нозинтрифосфатаза YjiA и субъединица 

антранилатсинтазы TrpE взаимодей-

ствуют с uxuR-exoRNA388 только в клет-

ках, растущих на галактуронате, в то 

время как белок MglA, участвующий в 

транспорте галактозы, обнаруживается 

только при росте на глюкозе. SecB – это 

основной шаперон пути секреции Sec, 

поддерживающий вновь синтезирован 

ные секреторные белки в несвернутом со-

стоянии для транслокации [17]. Несмотря 

на то, что его уровень понижен в присут-

ствии глюкозы [18], он связывается с эк-

зоРНК независимо от источника угле-

рода. Это может говорить о том, что SecB 

играет определенную роль в их секреции 

из клетки.  

С внутриклеточными малыми РНК - 

антисмысловой uxuR-aRNA (Рис. 3A) и 

сонаправленной UxuT (рис. 3Б) – связа-

лось больше белков. Интересно, что с 

обеими РНК связывались практически 

одни и те же белки: ферменты метабо-

 
Рис. 1 Электрофореграмма белков-партнёров малых РНК E. coli K-12 MG1655. Олиго-

нуклеотиды указаны над дорожками. Первая дорожка – маркер молекулярного веса. Вто-

рая и восьмая дорожки – белки, сорбированные на контрольные олигонуклеотиды. Об-

разцы на дорожках 2, 3, 5, 7, 8, 9 получены из клеток, выращенных на D-глюкозе, образцы 

на дорожках 4, 6, 10 – из клеток, выращенных на D-галактуронате. 

Fig. 1 Electrophoregram of of the protein partners of the E. coli K-12 MG1655 small RNAs. 

Oligonucleotides are indicated above the lanes. The first lane contains a marker of molecular 

weight. The second and eighth lanes contain proteins sorbed on the control oligonucleotides. 

Samples on the lanes 2, 3, 5, 7, 8, and 9 were obtained from cells grown on D-glucose, samples 

on lanes 4, 6, and 10 were obtained from cells grown on D-galacturonate. 
 

 
Рис. 2 Белки, сорбированные на антисмысловую экзоРНК (uxuR-exoRNA 388) 

при росте на (А) D-глюкозе (Б) D-галактуронате 

Fig. 2 Proteins sorbed to the antisense exoRNA (uxuR-exoRNA 388) during growth 

on (A) D-glucose (B) D-galacturonate 
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лизма гексуронатов (D-маннонат оксидо-

редуктаза UxuB и дегидратаза UxuA), 

триптофана (структурные субъединицы 

антранилат синтазы TrpE и триптофан 

синтазы TrpA, а также изомераза TrpC) и 

трегалозы (трегалоза-6-фосфатгидролаза 

TreC и PTS транспортер TreB). Кроме 

того, среди сорбированных белков были 

найдены D-тагатоза-1,6-бисфосфат аль-

долаза GatY, нафтоил CoA синтаза MenB. 

Общими с uxuR-экзоРНК стали периплаз-

матический белок MglB, участвующий в 

активном транспорте глюкозы и галактозы, 

и шаперон транспорта пре-белков SecB. 

Среди белков-партнёров UxuT, по 

сравнению с uxuR-aRNA, были дополни-

тельно обнаружены только транспортёр 

гексуронатов ExuT и ГТФаза YjiA. При 

росте же на глюкозе с этими малыми РНК 

были связаны всего два белка: D-

маннонат оксидоредуктаза UxuB (uxuR-

aRNA) и глюкозо-1-фосфатаза Agp 

(UxuT). Таким образом, спектр белков, 

сорбированных на внутриклеточные ре-

гуляторные РНК, закодированные в гене 

uxuR, зависит в большей степени от ис-

точника углерода, на котором растет 

культура бактерий, чем от типа РНК.  

Поскольку спектр белков, сорбиро-

ванных на антисмысловую uxuR-aRNA, 

был существенно шире в присутствии D-

галактуроната, то для сравнения белков, 

связанных с одноцепочечной РНК и её 

дуплексом были взяты именно такие 

условия. В данном случае мы не учиты-

вали белки, связавшиеся с контрольными 

олигонуклеотидами, а сравнивали только 

белки, различавшиеся между одноцепо-

чечной РНК и ее дуплексной формой. Ре-

зультаты сравнения показаны на рис. 4. 

Видно, что функциональные категории 

белков, связавшихся с одноцепочечной 

аРНК и дуплексом, существенно отлича-

лись. Среди белков-партнёров одноцепо-

чечной аРНК, помимо структурных бел-

ков и ферментов, есть также адгезин 

AG43 и шаперон GroEL, что может кос-

венно свидетельствовать о различиях в 

механизмах экспорта дуплексов и оди-

ночных экзоРНК из клетки. 

 
Рис. 3 Спектр белков, связавшихся с антисмысловой uxuR-aRNA (А) и сонаправленной c 

uxuR РНК UxuT (Б) при росте клеток в присутствии D-галактуроната. 

Fig. 3 Spectrum of proteins bound to the antisense uxuR-aRNA (A) and co-directed with uxuR 

RNA UxuT (B) during cell growth in the presence of D-galacturonate 

 
Рис. 4 Спектр белков, связавшихся с одноцепочечной uxuR-aRNA (А) и дуплексом 

uxuR-aRNA (В) при росте клеток на D-галактуронате. 

Fig. 4 Spectrum of proteins bound to the single-stranded uxuR-aRNA (A) and duplex uxuR-

aRNA (B) during cell growth on D-galacturonate 
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Заключение  

Таким образом, проведенный анализ 

подтверждает адекватность выбранного 

подхода для решения задачи поиска бел-

ков, специфически сорбирующихся на 

регуляторные РНК. Установлено, что 

спектр белков-партнеров внеклеточных и 

внутриклеточных РНК различался, и для 

внутриклеточных РНК он зависел от ис-

точника углерода. При этом со всеми ма-

лыми РНК были ассоциированы белки 

метаболизма гексуронатов и шаперон 

SecB, что может говорить об участии 

РНК в регуляции углеводного обмена и 

определенной роли SecB в их транспорте. 

Для подтверждения полученных резуль-

татов целесообразно провести аналогич-

ный эксперимент в присутствии конкури-

рующих неспецифических РНК.  

Конфликт интересов  

Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-

сов или личных отношений, которые 

могли бы повлиять на работу, представ-

ленную в этой статье. 
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