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Аннотация 
Разработан метод выделения и очистки рекомбинантного белка ExuR Escherichia coli. Метод 

включает клонирование гена exuR в вектор pGEMEX1, последующую суперпродукцию белка в 
штамме BL21*(DE3) E. coli, получение белка в растворимой фракции и несколько последовательных 
циклов аффинной хроматографии на колонке с Ni-NTA агарозой, заряженной сульфатом никеля. 
Данный метод позволяет получить электрофоретически гомогенный и функционально активный 
белок ExuR для дальнейших исследований. 

Ключевые слова: аффинная хроматография, клонирование, факторы транскрипции, ExuR, E. 
coli.  

A method for isolation and purification of the recombinant ExuR protein from Escherichia coli was 
developed. Process includes cloning of the exuR gene into pGEMEX1 vector, followed by overproduction of 
soluble protein in BL21 *(DE3) E. coli cells and a series of affine chromatography cycles on a column with 
Ni-NTA agarose charged with nickel sulfate. This approach allows obtaining of electrophoretically 
homogenious and functionally active ExuR protein for further investigation. 
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Введение 

Факторы транскрипции - белки, осуществляющие регуляцию генной 
экспрессии на стадии синтеза РНК - составляют около 6% бактериального протеома. 
Молекулярные механизмы их действия чрезвычайно разнообразны, но в 
большинстве случаев активация или репрессия транскрипции опосредована 
взаимодействием регуляторного белка со специфическим мотивом в промоторной 
области гена. По структуре ДНК-связывающего домена и, следовательно, по способу 
взаимодействия с ДНК, факторы транскрипции подразделяют на 4 больших класса и 
ряд семейств в зависимости от их доменной структуры и ряда биохимических 
свойств [1, 2]. В соответствии с этой классификацией, фактор транскрипции ExuR 
принадлежит к суперклассу белков, взаимодействующих с ДНК посредством 
относительно простого консервативного N-концевого модуля «спираль-поворот-
спираль» (HTH, helix-turn-helix), и семейству GntR (GntR=GlucoNaTe operon 
Repressor), особенностью которого является наличие второго, крайне вариабельного 
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по структуре C-концевого домена, ответственного за связывание 
низкомолекулярных эффекторов (лигандов) и/или олигомеризацию.  

Структурный, функциональный и филогенетический анализ С-концевых 
доменов позволил выделить в семействе GntR четыре подсемейства - FadR, HutC, 
MocR и YtrA, названных по названию их наиболее изученных представителей [3]. В 
соответствии с этой классификацией ExuR принадлежит к группе белка FadR (Fatty 
AciD Responsible transcription factor), функционирование которого регулируется 
жирными кислотами [4]. Согласно структурному моделированию, выполненному 
нами на сервере Phyre2 [5], регуляторный домен ExuR построен из 7 α-спиральных 
участков и имеет похожую на FadR третичную структуру. К этому же подсемейству 
относятся ещё 5 из 10 регуляторов семейства GntR (UxuR DgoR, GlcC, LldR и PdhR). 
Все они содержат ДНК-связывающий модуль длиной около 80 аминокислотных 
остатков и лиганд-связывающий домен, длиной 149-178 аминокислот. Белок ExuR 
состоит из 258 аминокислот и имеет молекулярную массу 29.8 кДа. Все они 
содержат ДНК-связывающий модуль длиной около 80 аминокислотных остатков и 
лиганд-связывающий домен, длиной 149-178 аминокислот (рис. 1) 

Рис. 1. Доменная организация транскрипционного регулятора ExuR [6] 
 
Имеющиеся литературные данные свидетельствуют о том, что ExuR 

регулирует экспрессию генов, кодирующих ферменты альтернативного гликолизу 
пути углеродного метаболизма гаммапротеобактерий – шунты Эшвелла и Энтнера-
Дудорова [7, 8]. Однако подтверждающих это экспериментальных данных пока 
очень мало. Поэтому нашей целью является обнаружение всех сайтов связывания 
данного белка на бактериальной хромосоме с помощью метода 
иммунопреципитации хроматина [9]. Для этого необходимо иметь специфические 
антитела anti-ExuR, что возможно только при наличии большого количества 
максимально гомогенного и функционально активного препарата белка. В статье 
описан разработанный нами метод получения очищенного рекомбинантного белка 
ExuR после его суперэкспрессии в клетках E. coli BL21*(DE3). 

Эксперимент 

Экспрессионный вектор был получен на основе плазмиды pGEMEX1 [10], 
содержащей промотор РНК-полимеразы фага Т7, индуцируемый изопропил-1-
тиогалактопиранозидом (IPTG). Ген exuR был поставлен под контроль этого 
промотора после его амплификации с геномной ДНК E.coli К12 MG1655 с помощью 
праймеров exuR_beg 5’-CAAATCTAGACTGCCGTATCATGC-3’ и exuR_end_his 5’-
CGCATTCTAGAGCCTCAGTGATGGTGATGGTGATGACTGCCGCTGGTGGCTGT
A-3’, содержащих сайты рестрикции XbaI. Праймеры были подобраны таким 
образом, чтобы на 5’-конце мРНК сохранить собственный сайт связывания 
рибосомы и участки связывания регуляторных белков, а к 3’-концу добавить 
последовательность нуклеотидов, кодирующую шесть гистидинов (подчеркнута) для 
формирования так называемого His-tag. Наличие His-tag на C-конце исследуемого 
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белка позволило нам использовать аффинную хроматографию на Ni-NTA агарозе 
для его очистки и при этом не повлияло на ДНК-связывающие свойства ExuR, 
поскольку они обусловлены его N-концевым доменом.  

Полученный вектор был назван pGEME_his. Он проверен на отсутствие 
мутаций прямым секвенированием и был использован для трансформации клеток 
BL21*(DE3), несущих ген РНК-полимеразы фага Т7. Клетки выращивали на среде 
LB Plates в присутствии ампициллина (100 мкг/мл) при 37°С, затем одиночные 
колонии пересевали на новые чашки с ампициллином для исключения 
контаминации и готовили ночную культуру. На следующий день бактерии 
переносили в 300 мл жидкой среды TB medium (pН 7.4) для наработки белка 
(конечное разведение ночной культуры 1:1000, рост при усиленной аэрации, 120 
об/мин). Поскольку из литературных данных было известно, что регуляторы 
семейства GntR токсичны для клеток и плохо поддаются наработке в препаративных 
количествах [11, 12], стандартный протокол индукции был оптимизирован. Для 
этого нами была проведена серия экспериментов по дифференциальной индукции 
синтеза ExuR с использованием различных концентраций IPTG (от 0.01mM до 1mM) 
и времени предшествующего и последующего роста (см. рис.2).  

Максимальный выход растворимого белка был получен после индукции 
рекомбинантного гена при OD600=0.5 (логарифмическая фаза роста клеток) IPTG в 
низкой концентрации (0,02mM), после добавления которого клетки растили ещё 4-5 
часов при 37°С. Клетки осаждали центрифугированием при 10000g (+4ºC), осадок 
промывали холодным буфером Tris-EDTA (10mM Tris-HCl, pH 8.0, 1mM EDTA) и 
хранили при -20°С. Уровень экспрессии белка ExuR в клетках оценивался с 
помощью денатурирующего 12.5% ПААГ по модифицированному методу Дэвиса 
[13]. 

 
Рис. 2. Оптимизация режима индукции рекомбинантного гена uxuR. 

Стрелками показано положение рекомбинантного exuR (Mw=29,8 кДа).  
«Сумм.» - суммарный клеточный лизат, «р.» - растворимая фракция белков,  

«н/р» - нерастворимая фракция 
 
На рис. 2 показан результат оптимизации режима индукции рекомбинантного 

гена. Видно, что максимальное количество ExuR в растворимой фракции 
достигается при 0.02mM IPTG, что в 5-50 раз меньше, чем концентрация этого 
лиганда, обычно используемая для индукции гена Т7 РНК-полимеразы, 
необходимой для транскрипции рекомбинантного гена (0.1-1mM). Такое 
кардинальное снижение концентрации IPTG позволило получить высокую степень 
продукции белка, токсичного для клетки при его быстром накоплении. Именно 
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поэтому при увеличении концентрации индуктора до стандартных 0.1mM 
практически весь ExuR оказывался в нерастворимой фракции (тельцах включения), 
что осложняло его последующее выделение и очистку.  

Для очистки белка клетки размораживали на ледяной бане с добавлением 2 
мл BugBuster Protein Extraction Reagent (Novagen, USA). Этот реагент был 
использован в качестве альтернативы традиционному буферу для лизиса клеток, 
содержащему Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA и 0.3 M NaCl. Его применение 
сокращает и упрощает процедуру подготовки лизата, не требует никаких других 
средств воздействия на клеточную стенку, в том числе ультразвуковой 
дезинтеграции, и способствует более полному переходу рекомбинантного белка в 
растворимую фракцию. Образовавшийся клеточный дебрис осаждали при 10000g 
(+4ºC) в течение 10 минут. 

Полученный лизат (рис. 3А, дорожка а) наносили на колонку для аффинной 
хроматографии (Bio-Rad, USA), содержащую 2мл Ni-NTA агарозы (Qiagen, 
Germany), заряженной сульфатом никеля (50mM) и предварительно промытой 
буфером для связывания, содержащим 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 и 150 mM NaCl. 
Перед элюцией белка ExuR колонку выдерживали в течение часа при комнатной 
температуре при непрерывном перемешивании для более полного связывания. 
Последующую элюцию проводили на льду, а ее схема была оптимизирована по 
объёму использованных буферов и концентрации в них имидазола. Лучшие 
результаты были получены при использовании следующей схемы: удаление 
несвязавшихся белков 15 мл буфера для связывания; ступенчатая промывка смолы 
этим же буфером, содержащем 30 mM имидазола (25 мл), 100 mM имидазола (10 мл) 
и 200 mM имидазола (4 мл). Для промывки смолы использовали 500mM имидазола. 
Скорость элюции в среднем составляла 25 мл/ч. Фракции собирали в стерильные 
эппендорфы по 1,5 мл. Наличие белка в пробах проверяли с помощью 
денатурирующего электрофореза в 12.5% ПААГ. 

  
а      б 

Рис. 3 А: Очистка белка ExuR путем аффинной хроматографии на Ni-NTA 
агарозе. Показаны результаты электрофоретического разделения разных фракций в 

денатурирующем ПААГ. М – маркеры молекулярного веса; а – суммарная клеточная фракция после 
индукции 0.02mM IPTG; б – суммарная фракция растворимых белков после обработки клеток 

BugBuster Protein Extraction Reagent; в – первичная элюция ExuR буфером, содержащем 200 mM 
имидазола; г – очищенный препарат белка, собранный из максимально чистых фракций после элюции 

буфером с 200 mM имидазола. Б: Оценка способности очищенного белка ExuR 
формировать комплексы с промоторной ДНК генов yjjM/yjjN. Молярное соотношение 
белка и ДНК 4:1. Места миграции свободной ДНК и образовавшегося комплекса идентифицированы 

прокрашиванием нитратом серебра. 
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Следует обратить внимание, на то, что оптимизированная нами схема элюции 
белка отличается от трёхступенчатого градиента по концентрации имидазола 
(30mM-200mM-500mM), рекомендованного производителем Ni-NTA агарозы 
(Qiagen). Мы добавили дополнительную промывку буфером, содержащим 100 mM 
имидазола и увеличили объём буфера с 30 мМ имидазола с 15 до 25 мл, чтобы 
удалить ряд примесных белков и связанную с ExuR ДНК. Такая модификация 
позволила получить большое количество относительно чистого белка (рис. 3А, 
дорожка в). Однако для наших задач такой степени чистоты было недостаточно. 
Поэтому препарат белка, полученный на этой стадии очистки, подвергали 
повторному разделению на Ni-NTA агарозе после её тщательной промывки. 
Фракции белка с максимальным содержанием ExuR и минимальным количеством 
примесей объединяли, диализовали против буфера для связывания для 
освобождения от имидазола, и снова наносили на смолу. Препараты, полученные 
после 3-5 одинаковых циклов очистки содержали электрофоретически гомогенный 
ExuR (рис. 3А, дорожка г).  

Для последующего хранения и использования белок концентрировали на 
колонках Millipore (USA) с порами, задерживающими полипептиды массой более 10 
кДа, но пропускающими низкомолекулярные компоненты и соли. Колонки 
центрифугировали при 4000g (+4°С) в течение 10-15 минут. В зависимости от 
дальнейших целей белок диализовали против буфера для связывания (50mM Tris-
HCl, pH 8.0; 150mM NaCl) или против буфера для длительного хранения (10mM Tris-
HCl, pH 8.0; 50mM NaCl; 50% glycerol; 0.1mM EDTA; 1mM DTT). Концентрацию 
очищенного белка определяли на спектрофотометре Nanodrop ND-1000 (USA). 

Функциональную активность ExuR оценивали методом EMSA (Electrophoretic 
mobility shift assay) по его способности связываться с промоторной ДНК [14]. В 
качестве модельного промотора был использован регуляторный участок, 
расположенный между дивергентно транскрибируемыми генами yjjM и yjjN, 
экспрессия которых регулируется ExuR [8]. Фрагмент ДНК, содержащий промоторы 
генов yjjM и yjjN, длиной 193 н. п. был амплифицирован с геномной ДНК E.coli 
(праймеры yjjM_F 5’-GGATATGACCCCGCGCCATATC-3’ и yjjM_R 5’-
TTGTTGCCTTAGATATCAATG-3’). Комплексы с ExuR формировали в 
транскрипционном буфере (5 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM MgCl2, 0.01 mM EDTA, 25 
мкг/мл BSA, 5 mM NaCl) в течение 30 минут при 37°С. Далее в пробы (сохраняя 
температуру) добавляли глицерин до конечной концентрации 10% и наносили на 
предварительно прогретый до 37°С 5% ПААГ. Электрофорез проводили при 
140mA/280V в течение 20 минут. Гель последовательно окрашивали бромистым 
этидием (выявляет место миграции ДНК) и нитратом серебра (обнаруживает как 
ДНК, так и белок). Результаты электрофоретического фракционирования свободной 
ДНК и ДНК-белковых комплексов показаны на Рис 3Б. Видно, что при 
четырёхкратном избытке ExuR почти все фрагменты ДНК оказываются связанными 
с ExuR, что уменьшает скорость их электрофоретической подвижности. Это значит, 
что очищенный белок функционально активен и может быть использован не только 
для получения антител, но и для детального биохимического исследования. 

Обсуждение результатов 

В соответствии с имеющимися литературными данными, ExuR регулирует 
транскрипцию генов, вовлеченных в переключение метаболизма клетки с 
гликолитического пути на альтернативные шунты [7-8, 15]. Это переключение 
может быть необходимо при росте клеток в условиях разных стрессов, в том числе 
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при изменении микроокружения в природной среде. Каждый регуляторный белок, 
участвующий в переходе клеток от метаболических процессов, характерных для 
нормальной жизнедеятельности, к выработке ответа на стресс, несомненно, важен 
для их конкурентноспособности в естественной среде обитания. Изучение 
регуляторного потенциала и биохимических свойств таких факторов транскрипции 
способствует пониманию молекулярных механизмов адаптивного ответа клеток и 
полноценной реконструкции глобальной сети регуляторных взаимоотношений для 
генов, находящихся под их контролем [16]. Кроме того, ранее полученные данные 
говорят о важности метаболического пути Энтнера-Дудорова для колонизации E. 
coli, т.е. прикрепления бактерий к эпителиальным клеткам слизистой оболочки 
кишечника [17]. Это значит, что всестороннее исследование ExuR важно не только 
для понимания его роли в ключевых процессах жизнеобеспечения бактерий, но и для 
поиска эффективных путей сдерживания нежелательной экспансии без 
существенного ущерба для бактериальной популяции и организма хозяина.  

Работу с ExuR осложнил ряд его особенностей. Прежде всего, этот белок, так 
же, как большинство других факторов транскрипции в активном состоянии 
находятся в связанном с ДНК состоянии. Это существенно препятствует его 
выделению, так как значительная часть белка оказывается в нерастворимой фракции 
в виде комплекса, не способного связаться с колонкой. Кроме того, ExuR является 
ингибитором генов одного из важных метаболических путей, поэтому его 
избыточная продукция токсична для бактериальных клеток. Аналогичная 
закономерность была обнаружена и для других регуляторов семейства GntR [11, 12]. 
Для того чтобы устранить эти проблемы мы использовали несколько приёмов. Во-
первых, ген exuR был клонирован в экспрессионный вектор вместе с собственной 
регуляторной областью, что позволяло использовать систему обратных связей для 
сдерживания его экспрессии в условиях индукции. Во-вторых, для индукции были 
использованы низкие концентрации IPTG, что также способствовало естественной 
адаптации клеток к накапливанию ингибиторного белка. А для максимального 
извлечения ExuR был использован реагент BugBuster Protein Extraction Reagent, 
экстрагирующий белки, не подвергая их тепловой или кислотной денатурации, 
таким образом, снижая вероятность их удерживания в плохо растворимых 
комплексах. Разработанная схема очистки позволяет получить около 1мг белка 
высокой степени чистоты из 300 мл культуры клеток. Очищенный белок сохранял 
свою функциональную активность в течение нескольких недель при хранении на 
+4ºС и нескольких месяцев при хранении на -20 ºС. Получение чистого и активного 
препарата ExuR является ключевым этапом для его детального исследования, а 
также для обнаружения генов, экспрессия которых контролируется этим белком. 

 
Исследования были поддержаны грантами РФФИ 12-04-01830 и 13-04-00997. 
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