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Аннотация. Транскрипционные факторы бактерий в силу своей токсичности трудно поддаются экс-

прессии, а в силу склонности к олигомеризации - очистке, и для каждого белка требуется индивидуаль-

ный подбор оптимальных условий. В работе был создан вектор для суперпродукции транскрипцион-

ного фактора YihW (CsqR) из пробиотического штамма Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) и подобраны 

оптимальные условия для его синтеза в гомологичной экспрессионной системе: экспрессия в клетках 

штамма BL21(DE3)-Codon Plus-RIL; индукция 50мкМ IPTG в течение 5 часов при 37°С. Была разрабо-

тана схема быстрой и эффективной очистки YihW с помощью аффинной хроматографии на Ni-NTA 

смоле, представленной в виде колонок для центрифугирования, сочетающая в себе условия для очистки 

белков в нативных и денатурирующих условиях, с последующим ступенчатым диализом. Разработан-

ный нами метод позволяет получить гомогенный белковый препарат 95% чистоты, который является 

функционально активным. Активность полученного препарата YihW была подтверждена с помощью 

оценки эффективности его связывания с ДНК-мишенью путем электрофоретического разделения ДНК-

белковых комплексов в полиакриламидном геле. 
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Abstract. Due to their toxicity, bacterial transcription factors are difficult to be expressed, while their ability 

to form oligomers makes purification challenging. For each such protein, an individual approach is usually 

needed. Here, a vector for overproduction of the YihW (CsqR) from probiotic Escherichia coli Nissle 1917 

(EcN) transcription factor was constructed, and optimal conditions for its synthesis in homologous expression 

system were selected: expression in BL21(DE3)-Codon Plus-RIL; induction with 50M IPTG for 5 hours at 

37°С. A rapid and effective purification scheme was developed, based on the affinity chromatography on spin 

columns with the Ni-NTA sorbent and combining native and denaturing conditions, followed with step dialysis. 

The developed approach allows obtaining homogenous, 95% pure, functionally active protein. Activity of the 

produced YihW was confirmed using complex formation with its DNA target and subsequent electrophoretic 

separation of the DNA-protein complexes in polyacrylamide gel.  
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Введение 

Белковые регуляторы (факторы тран-

скрипции) играют важную роль в обеспе-

чении оптимальной экспрессии генов и 

быстрого ответа клеток на сигналы окру-

жающей среды. Особенно это важно для 

бактерий, процессы транскрипции и 

трансляции у которых тесно сопряжены 

во времени и пространстве и которым 

необходимо уметь быстро адаптиро-

ваться к новым условиям при попадании, 

например, в организм хозяев. Для пони-

мания механизмов бактериальных адап-

таций и разработки новых антимикроб-

ных препаратов нужно иметь представле-

ние о функциях как можно большего 

числа факторов транскрипции. Их функ-

ции изучают, в первую очередь, с исполь-

зованием таких методов, как получение 

кристаллов белков и их последующий 

рентгеноструктурный анализ, а также 

электрофорез с задержкой в геле для 

оценки взаимодействия фактора тран-

скрипции с его мишенью на ДНК. Все эти 

подходы требуют получения большого 

количества препарата исследуемого 

белка, что в случае факторов транскрип-

ции затруднительно из-за их токсичности 

для клеток-суперпродуцентов [1, 2]. 

Например, транскрипционный фактор 

FadR (регулятор синтеза жирных кислот) 

при суперпродукции значительно замед-

ляет рост клеточной культуры и меняет 

морфологию бактерий даже при очень 

низких концентрациях IPTG (10мкМ) за 

счёт накопления повышенного количе-

ства фосфолипидов [3]. Для другого тран-

скрипционного фактора, CsgD (отвечает 

за синтез определенного вида пилей для 

формирования биопленок), очистка даже 

регуляторного домена оказалась возмож-

ной только при индукции его синтеза при 

низкой температуре (20°С) [4].  

Транскрипционный фактор YihW 

(CsqR) интересен тем, что он является ло-

кальным регулятором недавно открытого 

пути деградации сульфосахаров у 

Escherichia coli штамма K-12 MG1655. 

Было предсказано, что YihW действует 

как репрессор для кластера yih-генов, а 

сульфохиновоза (сульфоглюкоза) работает 

как эффекторная молекула [5, 6]. Кроме 

того, он может участвовать в регуляции 

альтернативного пути утилизации лактозы, 

наличие которого у кишечной палочки 

само по себе было неожиданно [5].  
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YihW (CsqR) относится к семейству 

DeoR ДНК-связывающих белков, кото-

рое характеризуется присутствием ДНК 

связывающего N-домена с мотивом спи-

раль-поворот-спираль (HTH) и C-конце-

вого домена, связывающего эффектор – в 

данном случае, сульфохиновозу. Получе-

ние и очистка белков этого семейства, как 

и других транскрипционных факторов 

бактерий, сопряжена с рядом трудностей.  

В частности, в одной из первых работ 

по очистке белков этого семейства [7]  

для получения препарата GlpR (репрес-

сор глицерол-3-фосфатного регу-

лона)  авторы использовали сложную 

многоступенчатую схему, включающую 

очистку на полиэтиленимине, фракцио-

нирование сульфатом аммония и после-

дующую хроматографию на фосфоцел-

люлозе и ДЭАЭ-сефадексе. В результате 

был получен препарат высокой степени 

очистки, но в очень маленьком количе-

стве (6 мг белка из 4 литров культуры). 

Авторы другого исследования при по-

пытке очистить белок DeoR (репрессор 

оперона дезоксирибозы) отмечали высо-

кую токсичность его высоких концентра-

ций для клеток и низкую естественную 

экспрессию данного регулятора [8]. По-

этому для получения большего количе-

ства белка в растворимой фракции была 

использована конструкция с дополни-

тельным регулируемым промотором, 

позволяющим подавлять экспрессию 

гена целевого белка до направленной ин-

дукции. Это позволило получить 4% 

белка в растворимой фракции. Очистку 

проводили при помощи высаливания раз-

ными концентрациями сульфата аммония 

с последующей катионнообменной хро-

матографией на фосфоцеллюлозе и гель-

фильтрацией на Сефадексе G200. Не-

смотря на многостадийную очистку, чи-

стота белкового препарата составила 

всего 80%.  

В более позднем исследовании DeoR 

из Bacillus subtilis был очищен уже при 

помощи аффинной хроматографии на Ni-

NTA сефарозе, но с интересными моди-

фикациями протокола, такими как оса-

ждение ДНК/РНК при помощи стрепто-

мицин сульфата [9]. Аффинная хромато-

графия на никель-содержащих твердо-

фазных носителях (сефароза, агароза, 

магнитные частицы) позволяет получить 

высокоочищенный препарат белка в фак-

тически в один этап и  легко масштабиру-

ется. На первом этапе происходит специ-

фическое связывание остатков гистидина 

(гистидиновой метки или “тага”) белка с 

ионами никеля, ковалентно пришитыми к 

носителю, а затем, после серии промывок 

от неспецифически адсорбированных 

белков, целевой белок снимается с носи-

теля высокими концентрациями имида-

зола, которые замещают гистидин. Тем 

не менее, выход чистого DeoR в этом слу-

чае был очень мал – с трех литров куль-

туры бактерий-суперпродуцентов было 

получено всего 40 мг препарата белка [9], 

хотя его чистота была существенно выше 

и составляла около 95%.  

Еще одним вариантом аффинной хро-

матографии для очистки регулятора се-

мейства DeoR может быть хроматогра-

фия с использованием в качестве метки 

белка, связывающего мальтозу (maltose 

binding protein, MBP). Таким образом 

была проведена очистка регулятора 

транспорта и утилизации L-аскорбата 

UlaR [10]. Использование MBP позво-

лило увеличить растворимость рекомби-

нантного белка и усилить эффективность 

связывания с носителем по сравнению с 

Ni-NTA. Однако, как и в случае исполь-

зования в качестве метки глутатионсуль-

фотрансферазы, MBP за счет своего раз-

мера (около 40 кДа) может повлиять на 

структуру белка и его функциональную 

активность. Поэтому необходимо прове-

дение дополнительного ферментативного 

отщепления MBP и очистки от MBP и 

протеазы, что усложняет и удлиняет про-

токол, приводя к снижению выхода целе-

вого белка. Данные о способах очистки 
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других транскрипционных факторов се-

мейства DeoR в E. coli на настоящий мо-

мент отсутствуют. 

Штамм E. coli Nissle 1917 (EcN) – один 

из пробиотических штаммов кишечных 

палочек, который имеет такой же метабо-

лический профиль, как и другие штаммы 

Е. сoli, но не несёт в своем геноме факто-

ров патогенности и не продуцирует энте-

ротоксинов. EcN является основным ком-

понентом препарата «Мутафлор», кото-

рый активно используют для лечения 

нарушений кишечного микробиома [11, 

12]. Количество генов, входящих в yih-

кассету, у EcN меньше, чем у K-12 

MG1655, для которого было показано 

участие этих генов в метаболизме суль-

фосахаров – всего 4 из 10. При этом по 

результатам сравнительно-геномного 

анализа YihW (CsqR) из Nissle 1917 имеет 

всего 72% сходства с белком из E. coli K-

12 (рис. 1). Ранее нами уже был очищен 

белок CsqR из лабораторного штамма E. 

coli K-12 MG1655 с помощью стандарт-

ного протокола аффинной хроматогра-

фии [13].  

Задачей настоящего исследования 

было получение очищенного препарата 

белка YihW (CsqR) из E. coli Nissle 1917 

и оценка его функциональной активности 

для дальнейшего изучения механизмов 

функционирования сульфогликолиза и 

его регуляции в пробиотическом штамме.  

Экспериментальная часть 

Создание экспрессионного вектора. 

Экспрессионный вектор был создан на 

основе pGEMΔXba (экспрессионный век-

тор на базе pGEMEX1 (Promega), AmpR) 

[14]. Вектор содержит промотор РНК-по-

лимеразы фага T7, для индукции тран-

скрипции с которого используется изо-

пропил-β-D-1-тиогалактопиранозид 

(IPTG). Для амплификации гена yihW 

(csqR) с геномной ДНК штамма E. coli 

Nissle 1917 (GenBank NZ_CP082949.1) 

были использованы олигонуклеотиды, 

содержащие сайты узнавания рестрик-

тазы XbaI (выделены жирным шрифтом) 

(табл. 1). Для возможности очистки белка 

с помощью аффинной хроматографии на 

Ni (Ni-нитрилотриуксусная кислота) – 

NTA смоле на 3’- конец мРНК yihW 

(csqR) была добавлена последователь-

ность, кодирующая шесть последователь-

ных гистидинов (his-tag). Праймеры были 

сконструированы для двух вариантов 

векторной вставки: reg – кроме собствен-

ного гена yihW (csqR) вставка имеет на 5’-

конце мРНК собственный сайт связыва-

ния регуляторных белков и рибосомы; 

noreg – только вставка гена yihW (csqR) 

непосредственно под T7-промотор. Это 

было сделано для того, чтобы выключать 

транскрипцию гена yihW (csqR) при су-

перпродукции белка в клетке, тем самым 

позволяя транскрипционному фактору 

 
Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей YihW (CsqR) из штаммов E. 

coli K-12 MG1655 и Nissle 1917 с помощью инструмента BLAST. Красными прямоуголь-

никами выделены аминокислоты, отвечающие за взаимодействие белка с лигандом [13]. 

Fig. 1. Comparison of the E. coli K-12 MG1655 and Nissle 1917 YihW (CsqR) amino acid 

sequences using the BLAST tool. The amino acids responsible for the interaction of the protein 

with the ligand are highlighted in red rectangles [13]. 
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накапливаться преимущественно в рас-

творимой фракции клеточного лизата, 

как это было сделано в [8, 15]. Получен-

ные векторы были названы 

pGEM_YihW_Nissle_reg и 

pGEM_YihW_Nissle_noreg и проверены 

на отсутствие мутаций прямым секвени-

рованием по Сенгеру (Евроген, Россия). 

Штамм E. coli Nissle 1917 был получен 

из препарата «Мутафлор» (Ardeypharm 

GmbH, Германия) посредством высева 

сначала в жидкую, а потом на твердую 

среду LB (Luria-Bertani (10 г/дм3 трип-

тона, 5 г/дм3 дрожжевого экстракта, 

10 г/дм3 NaCl 10, опционально агар 

20 г/дм3)) с последовательным разбавле-

нием и отбором чистых колоний. Для 

подтверждения принадлежности высеян-

ного штамма к E. coli Nissle 1917 было 

проведено полногеномное секвенирова-

ние (PRJNA1176130 ID:1176130). В каче-

стве референсного генома использовали 

геном Escherichia coli Nissle 1917 из базы 

данных GenBank (идентификатор  

NZ_CP082949.1).  

Суперпродукция белка YihW (CsqR). 

Для подбора оптимальных условий индук-

ции белка YihW в гомологичной системе 

были использованы штаммы E. coli 

BL21*(DE3) и BL21(DE3)-Codon Plus-RIL, 

в геноме которых содержится ген РНК-по-

лимеразы фага T7. Клетки трансформиро-

вали с помощью химической трансформа-

ции векторами pGEM_YihW_Nissle_reg и 

pGEM_YihW_Nissle_noreg и растили на 

твердой среде LB в присутствии 200 

мкг/мл ампициллина (2S,5R,6R)-6- [(R)-

Таблица 1. Праймеры для амплификации 

Table 1. Primers for amplification. 

Название олигонуклео-

тида (праймера) 

Последовательность олигонуклеотида 

Nissle_YihW_Fwd_reg 5’ – ATGCTCTAGATGGTAAACATCTACCG –3’ 

Nissle_YihW_Fwd_noreg 5’ – AAATTCTAGACATCTACCGAGGAG – 3’ 

NissleYihW_Rev_his 5’- 

AGTTTCTAGATCAGTGATGGTGATGGTGATGGGATACTTCTTGCTCGGCA– 

3’ 

 

 
Рис. 2. Подбор условий суперпродукции YihW (CsqR) из E. coli Nissle1917. Приведены 

данные для штамма BL21 (DE3) RIL. [А] – пробы, отобранные после 5 часов индукции 

(дорожки 3-5, 9-11 – 50 мкМ IPTG, 6-8, 12-14 – 100мкМ IPTG); [Б] – пробы, отобранные 

после 20 часов индукции (дорожки 2,3,5 и 9-11 – 50 мкМ IPTG, 6-8, 12-14 – 100мкМ 

IPTG). K – контроль до индукции, М – маркер белкового веса, Т – тотальная фракция, 

Р – растворимая фракция, Н – нерастворимая фракция. 

Fig. 2. Search for the optimal conditions for the overproduction of YihW (CsqR) from E. coli 

Nissle 1917. Data for the BL21 (DE3) RIL strain are presented. [A] – samples taken after  

5 hours of induction (tracks 3-5, 9-11 – 50 mkM IPTG, 6-8, 12-14 – 100 mkM IPTG); 

[B] – samples taken after 20 hours of induction (tracks 2,3,5 and 9-11 – 50 mkM IPTG, 6-8, 12-

14 – 100 mkM IPTG). K – control before induction, M – protein weight marker, T – total frac-

tion, P – soluble fraction, H – insoluble fraction. 
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2-амино-2-фенилацетамидо]-3,3-диме-

тил-7-оксо-4-тиа-1-азабицикло[3.2.0]-

гептан-2 карбоновая кислота в виде три-

гидрата натриевой соли) при 37°C до по-

явления отчетливо видимых колоний 

(около 16 часов). Трансформанты пересе-

вали в жидкую стерильную среду LB, со-

держащую 200 мкг/см3 ампициллина, и 

растили при 37°С и постоянном переме-

шивании 121 об/мин на воздушной бане 

(Bio-san, Латвия) около 16-ти часов. 1 см3 

полученных культур переносили в 200 мл 

жидкой стерильной среды LB или TB 

(Terrific Broth (12 г/дм3 казеинового пеп-

тона 24 г/дм3 дрожжевого экстракта, 0.4% 

глицерина, 0.17 М KH2PO4, 0.72 М 

K2HPO4)) с 200 мкг/см3 ампициллина и 

растили при перемешивании 125 об/мин 

на воздушной бане и 37°С до добавления 

индуктора IPTG на значении ОП600 = 

0.15-0.2. Для оптимизации протокола ис-

пользовали различные концентрации 

IPTG: 10 мкМ, 20 мкМ, 50мкМ, 100 мкМ, 

1мМ, и разное время продолжительности 

индукции (3, 5 и 16 часов). Разделение 

белков клеточного лизата на раствори-

мую и нерастворимую фракцию прово-

дили с помощью реактива BugBuster 

(Millipore, США). Уровень экспрессии 

белка оценивали при помощи электрофо-

реза в денатурирующем 12.5% полиакри-

ламидном геле (ПААГ) с окрашиванием 

Кумасси R-250 по стандартному прото-

колу. Результаты подбора условий индук-

ции представлены на рис. 2. Клетки с су-

перпродуцированным YihW осаждали 

центрифугированием при 4000 об/мин в 

течение 15 минут при +4°С на центри-

фуге Eppendorf 5804R (Германия).  

Никель-аффинная хроматография на 

спин-колонках. Для быстрой очистки 

белка YihW (CsqR) использовали набор 

Ni-NTA Spin Kit (50) (Qiagen, Германия). 

В состав набора входят колонки для цен-

трифугирования, содержащие силикаге-

левую Ni-NTA смолу, которая сочетает в 

себе все преимущества Ni-NTA носите-

лей и силикагеля, минимизирующего не-

специфические гидрофобные взаимодей-

ствия. Ni-NTA силикагелевая смола мо-

жет быть использована для очистки бел-

ков как в нативных, так и в денатурирую-

щих условиях [16]. В данной работе мы 

модифицировали протокол производи-

теля для очистки в денатурирующих 

условиях [17], что позволило увеличить 

выход целевого рекомбинантного белка. 

Для этого осадок клеток, содержащих це-

левой белок, тщательно ресуспендиро-

вали в растворе стерильного  однократ-

ного фосфатно-солевого буфера (1хPBS: 

137 мM NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ 

Na2HPO4, 1.8 мМ KH2PO4, pH 7.4), снова 

центрифугировали при 4000 об/мин в те-

чение 15 минут при +4°С на центрифуге 

Eppendorf 5804R (Германия), суперна-

тант убирали. К осадку добавляли 10 см3 

1xPBS, содержащего 1мМ PMSF 

(фтор(фенил)метилсульфонил) и 1мМ 

DTT (1,1,1-трихлор-2,2-бис(4-хлорфе-

нил)этан), тщательно перемешивали  и 

подвергали обработке ультразвуком 

(QSonica Sonicator Q125, США) в течение 

15 минут в следующем режиме: 10 секунд 

пульс, 20 секунд выключен, 45% интен-

сивности. После обработки ультразвуком 

образцы центрифугировали при 12500 

об/мин 10 минут на настольной центри-

фуге (MiniSpin Plus, Германия) при ком-

натной температуре. Надосадочную жид-

кость сохраняли при +4°С для дальней-

шего нанесения на гель для оценки рас-

творимой фракции лизата, а осадок хо-

рошо перемешивали в 1x PBS, содержа-

щем 1% Triton X-100 (2-[4-(2,4,4-триме-

тилпентан-2-ил)фенокси]этанол), 1мМ 

DTT (дитиотрейтол) и 1мМ PMSF и снова 

центрифугировали 12 500 об/мин 10 ми-

нут на MiniSpin Plus при комнатной тем-

пературе. Надосадочную жидкость уби-

рали, а осадок растворяли в 2 мл буфера 

для нанесения (50мМ NaH2PO4, 300мМ 

NaCl, 5мМ имидазол (1Н-имидазол), 8M 

мочевина (диамид угольной кислоты), 

pH 8.0) и наносили на предварительно 

уравновешенную спин-колонку. Колонку 
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уравновешивали 600 мкл буфера для 

нанесения (50мМ NaH2PO4, 300мМ NaCl, 

5мМ имидазол, 8M мочевины, pH 8.0) 

при 2900 об/мин 2 минуты (на центри-

фуге Eppendorf MiniSpin Plus). Далее 

наносили 600 мкл подготовленного об-

разца, центрифугировали при 1600 об/мин 

2 минуты, добавляли остатки образца и 

центрифугировали еще 5 минут при 

1000 об/мин. Если не весь образец успе-

вал проходить через колонку, то центри-

фугировали ещё 2 минуты при 1300 

об/мин (на центрифуге Eppendorf 

MiniSpin Plus). Двойное нанесение об-

разца продиктовано тем, что объем об-

разца после обработки ультразвуком 

вдвое превышал объем колонки. Данный 

этап позволяет увеличить количество 

сорбированного белка и, как следствие, 

его конечную концентрацию в элюате, 

что избавляет от необходимости в допол-

нительном этапе концентрирования очи-

щенного препарата. Далее колонку про-

мывали промывочным буфером 3 раза 

(50мМ NaH2PO4, 300мМ NaCl, 20мМ 

имидазол, 8M мочевина, pH 8.0) центри-

фугированием 2000 об/мин по 2 минуты 

(Eppendorf  MiniSpin Plus). Связавшийся 

с колонкой белок элюировали 200 мкл бу-

фера (50мМ NaH2PO4, 300мМ NaCl, 

500мМ имидазол, 8M мочевина, pH 8.0) с 

последующим центрифугированием в те-

чение 2 минут 2900 об/мин 2-3 раза. По-

сле каждого акта центрифугирования 

фракции собирали для визуального ана-

лиза в денатурирующем 12.5% ПААГ, ко-

торые представлены на рис. 3 (Дорожки 

1-11). Собранные после элюции фракции 

объединяли в одну и последовательно 

диализовали (мембрана CelluSep 3кДа, 

США) против буферов состава: (1) 50мМ 

NaH2PO4, 300мМ NaCl, 6M мочевина, pH 

8.0; (2) 50мМ NaH2PO4, 300мМ NaCl, 4M 

мочевина, pH 8.0; (3) 50мМ NaH2PO4, 

300мМ NaCl, 2M мочевина, pH 8.0 при 

+4°С с постоянным перемешиванием ми-

нимум по 4 часа (каждый акт диализа). 

Наличие белка в пробах после диализа 

проверяли с помощью денатурирующего 

электрофореза в 12.5% ПААГ с последу-

ющим окрашиванием Кумасси R-250 по 

стандартному протоколу (рис. 3 дорожка 

13). Количественную оценку содержания 

белка во фракциях проводили при по-

мощи спектрофотометра Nanodrop 8000 

(Thermo Scientific, США).  

Оценка функциональной активности 

полученного препарата. Функциональ-

ную активность YihW (CsqR) оценивали 

методом электрофореза с задержкой в 

геле (Electrophoretic mobility shift assay, 

EMSA), как описано в [18], по его способ-

ности связываться с основной мишенью в 

геноме – межгенной областью, которая 

находится между оперонами yihUTSR и 

yihVW (кратко – область yihU/V) и при-

сутствует как в геноме штамма K-12, так 

и в геноме штамма EcN. Для получения 

 
Рис. 3. Фракции, полученные в процессе очистки белка YihW (CsqR) с помощью 

сорбции на Ni-NTA носитель. Описание фракций приведено над дорожками. На до-

рожки 4 и 12 нанесен маркер молекулярного веса. 

Fig. 3. Fractions obtained during the purification of the YihW (CsqR) protein by sorption 

onto a Ni-NTA carrier. The fractions are described above the tracks. A molecular weight lad-

der was loaded onto the tracks 4 and 12. 
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фрагментов ДНК, содержащих регуля-

торную область yihU/V из EcN использо-

вали  универсальные для E. coli праймеры 

для этой области: yihU/V_F_uni 5’-

CAATARATTGYTMGCCATTGG-3’ и 

yihU/V_R_uni 5’-

KGTKATACCYACRCAWGCAA-3’. Ре-

акцию амплификации проводили с помо-

щью готовой смеси для ПЦР 5Х 

ScreenMix (Евроген, Россия) с геномной 

ДНК E. coli Nissle 1917 и следующих 

условиях: 95°С – 2 минуты, 30 циклов: 

95°С – 15 секунд, 54°С – 30 секунд, 72°С 

– 40 секунд; досинтез 72°С – 3 минуты, 

хранение на +4°С. Амплифицированные 

фрагменты очищали при помощи 

Monarch Gel Extraction Kit (NEB, Англия) 

по протоколу производителя. Комплексы 

формировали в связывающем буфере 

(50мМ Tris-Cl, 100мМ KCl, 50% глице-

рин, 1мМ EDTA) при 30°С в течении 30 

минут. Непосредственно перед нанесе-

нием на гель, не вынимая пробы из тер-

мостата, добавляли в каждую из них 3 

мкл подогретого до 30°С 50% глицерина 

и быстро наносили на предварительно 

прогретый при 240В в 1хTBE буфере 

(89мМ трис, 89мМ борная кислота, 2мМ 

ЭДТА) 5% ПААГ. Электрофорез прово-

дили в камере для вертикального элек-

трофореза BioRad (США) при постоян-

ном напряжении 200В в течение 20 минут 

[19]. Для визуализации результата гель 

окрашивали бромистым этидием (3,8-ди-

амино-5-этил-6-фенилфенантридиний 

бромид).  

Обсуждение результатов 

YihW – основной регулятор экспрес-

сии генов yih-кассеты, необходимых 

клеткам E. coli для утилизации сульфо-

глюкозы в среде с низким содержанием 

или отсутствием других источников угле-

рода. Исследуемый нами белок нахо-

дится в пробиотическом штамме Nissle 

1917 [11,12]. Изучение биохимических 

свойств и функциональной активности 

таких регуляторов способствует более 

полному пониманию механизмов пере-

ключения клетки от одного образа жизни 

к другому, а также их способности 

быстро менять источники углерода при 

попадании в новые условия.   

На рисунке 4 представлено сравнение 

структур YihW из пробиотического 

штамма E. coli Nissle 1917 и лаборатор-

 
Рис. 4. [A] Наложение структур YihW (CsqR) из E. coli K-12 и E. coli Nissle 1917. 

Структура YihW (CsqR) из E. coli K-12 загружена из базы данных Alphafold 

[https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P32144]. Для YihW (CsqR) из E. coli Nissle 1917 модель 

была предсказана на сервере AlphaFold [https://alphafoldserver.com/ дата обращения 2025-

04-16_21:53] с параметрами по умолчанию. На панели [Б] зеленым цветом указаны клю-

чевые аминокислоты, вовлеченные во взаимодействие белка с лигандом [13]. 

Fig. 4. [A] Superposition of YihW (CsqR) structures from E. coli K-12 and E. coli Nissle 

1917. The YihW (CsqR) structure from E. coli K-12 was downloaded from the Alphafold data-

base [https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P32144 ]. For YihW (CsqR) from E. coli Nissle 1917, the 

model was predicted on the AlphaFold server [https://alphafoldserver.com / accessed 2025-04-

16_21:53] with default parameters. Panel [B] shows in green the key amino acids involved in 

the protein-ligand interaction [13]. 
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ного K-12 MG1655. Различия в аминокис-

лотной последовательности (рис. 1), по-

видимому, не влияют на структуру как 

ДНК-связывающего, так и эффекторного 

доменов (рис. 4), а аминокислоты, отве-

чающие за связывание белков с лиган-

дом, являются консервативными (рис. 1 и 

рис. 4). Это свидетельствует в пользу 

того, что, вероятнее всего, эти белки 

имеют похожие регуляторные свойства. 

Как и для многих других факторов 

транскрипции, работа с YihW (CsqR) 

была осложнена, так как не удавалось по-

лучить целевой белок в растворимой 

фракции. Чаще всего мы даже не видели 

суперпродукцию белка, и его содержание 

в контрольных пробах до индукции не от-

личалось от проб после индукции. Оказа-

лось, что для YihW (CsqR) не работают 

стандартные методы, которые мы ис-

пользовали ранее для наработки тран-

скрипционных факторов: добавление ин-

дуктора на середине экспоненциальной 

фазы роста (ОП600~0.3) и, позднее; добав-

ление в векторную конструкцию перед ге-

ном его собственной регуляторной области 

(конструкция reg); снижение концентра-

ции IPTG (до 10 мкМ) и другие.    

В результате оптимальными услови-

ями индукции белка YihW (CsqR) из 

штамма E. coli Nissle 1917 оказались (рис. 

2): штамм BL21(DE3)-CodonPlus-RIL, 

рост при 37°С, 125 об/мин на воздушной 

бане, среда LB с ампициллином 

200 мкг/мл, добавление индуктора IPTG 

на отметке ОП600=0.1-0.15 (около 3 ча-

сов роста), конечная концентрация IPTG 

50мкМ, индукция в течение 5 часов (рис. 

2 А). При этом полноразмерный белок 

YihW (CsqR) (около 29 кДа) накаплива-

ется преимущественно в нерастворимой 

фракции, но в достаточном для дальней-

шей очистки количестве с использова-

нием 8М мочевины. Видимых различий 

при использовании разных конструкций 

(reg и noreg) мы не наблюдали. На 

рис. 2Б можно заметить, что при более 

продолжительной индукции (20 часов) в 

клетках накапливается укороченная 

форма белка. Это может свидетельство-

вать о том, что в штамме E. coli Nissle 

1917 синтезируются две формы белко-

вого продукта гена yihW (csqR), как это 

было показано для YihW (CsqR) штамма 

K-12 [13], что позволяет предположить 

сходные регуляторные механизмы. Это 

предположение требует дальнейшего 

изучения, поскольку в данном случае 

нельзя исключить процессы протеолиза.  

Ещё одной сложностью оказалось то, 

что стандартный протокол набора Ni-

NTA Spin Column (Qiagen) для очистки 

белков в денатурирующих условиях ока-

зался неприменим к очистке YihW 

(CsqR). В протоколе производителя 

очистку белка с использованием в каче-

стве денатуранта 8 М мочевины предла-

гают осуществлять при помощи про-

мывки колонки буферами с различным 

pH и высокой концентрацией фосфатного 

буфера (100мМ NaH2PO4) и низкой кон-

центрацией натриевой соли. В нашем 

случае при использовании такого под-

хода значительная часть белка не связы-

валась с колонкой и обнаруживалась в 

«проскоке». Поэтому нами был разрабо-

тан оптимизированный протокол очистки 

YihW с использованием рекомендован-

ных производителем для нативных усло-

вий буферов со сниженной до 50мМ кон-

центрацией фосфатов и довольно высо-

кой концентрацией соли Na (300мМ 

NaCl), но с 8M мочевиной и имидазолом, 

что не было предусмотрено производите-

лем этих спин-колонок. Использованная 

нами схема очистки YihW (CsqR) позво-

ляет быстро получить белковый препарат 

с чистотой около 95% (рис. 3) и в количе-

стве около 56 мг чистого белка из 200 мл 

культуры клеток.  

Интересным наблюдением стало то, 

что агрегаты, которые формируются в 

силу повышенной гидрофобности YihW 

(CsqR) при диализе против буфера с 2M 

мочевиной, частично растворяются при 

разбавлении белка в однократном фос-

фатно-солевом буфере или в связываю 
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щем буфере для электрофореза с задерж-

кой в геле (50мМ Tris-Cl, 100мМ KCl, 

50% глицерин, 1мМ EDTA) в 2 и в 4 раза 

(рис. 3, дорожки 14 и 15). Возможно, 

белки этого семейства могут образовы-

вать октамеры в водных растворах [8], 

что может объяснять образование раство-

римых агрегатов. Конечные концентра-

ции белка после разведения составляли 

0.28 и 0.16 мг/см3 соответственно. Этого 

было достаточно для тестов на функцио-

нальную активность белка YihW (CsqR) 

как транскрипционного фактора. 

Удивительным образом белок после 

агрегации в буфере с 2M мочевиной не 

потерял свою функциональную актив-

ность, а дальнейшее разбавление в бу-

фере связывания, по-видимому, приводит 

к восстановлению его нативной струк-

туры и функциональной активности. 

Функциональная активность факторов 

транскрипции оценивается по эффектив-

ности их связывания с ДНК-мишенями. 

Для YihW основной мишенью является 

область между генами yihU (кодирует 

сульфолактальдегидредуктазу) и yihV 

(кодирует сульфофруктокиназу). Резуль-

таты электрофореза с задержкой в геле, 

приведенные на рис. 5, показывают, что 

полученный препарат YihW эффективно 

связывается со своей основной мишенью 

в геноме штамма Nissle 1917, и при 16-

кратном молярном избытке белка оказы-

вается связанной вся ДНК. Это свиде-

тельствует о высокой активности белка, 

поскольку в других исследованиях для 

полного связывания фрагмента ДНК, со-

держащего эту же регуляторную область, 

потребовался 200-кратный избыток 

YihW [6].  

Заключение 

Таким образом нами была разработана 

схема экспрессии и очистки белка YihW 

(CsqR) из E. coli Nissle 1917 при помощи 

специфической сорбции на Ni-NTA спин-

колонки в денатурирующих условиях в 

присутствии 8М мочевины, что значи-

тельно ускоряет процесс очистки и позво-

ляет получить однородный и функцио-

нальный белковый препарат этого тран-

скрипционного фактора. Активность по-

лученного препарата была подтверждена 

с помощью электрофореза с задержкой в 

геле, и он может быть использован в 

дальнейших экспериментах. 

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. 

 
Рис. 5. Оценка эффективности формирования ДНК-белковых комплексов между полу-

ченным препаратом YihW и фрагментом ДНК, содержащим межгенную область yihU/V. 

Молярное соотношение указано над дорожками. Связывание YihW (CsqR) с его регуля-

торной областью yihU/V проводили при 30 °С. 

Fig. 5. Efficiency of the DNA-protein complex formation between the obtained YihW and the 

DNA fragment containing yihU/V intergenic region. Molar ratios are shown above the tracks. 

YihW (CsqR) binding with the yihU/V regulatory region was allowed at 30°С. 
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