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Открытие флуоресцентных белков (ФБ) в 1962 г. и последующее создание на их основе генетически
кодируемых биомаркеров и биосенсоров революционизировало исследования живых систем. Сего-
дня исследователи имеют доступ к ФБ широкой цветовой гаммы, обладающих большим разнообра-
зием специализированных свойств для визуализации биологических процессов in vivo с применени-
ем методов спектроскопии высокого разрешения. ФБ, подобные зеленому флуоресцентному белку
(GFP), нашли широкое применение в клеточной биологии в качестве маркеров различных биоло-
гических мишеней в живой клетке. По мере развития исследований в области визуализации процес-
сов в живых организмах, перед разработчиками биомаркеров появились задачи по получению но-
вых ярких и фотостабильных биомаркеров разного цветового диапазона с улучшенными фотофизи-
ческими характеристиками. Рентгеноструктурные исследования играют важную роль в создании
новых биомаркеров, поскольку позволяют установить для них структурно-функциональные взаи-
мосвязи, которые служат руководством для целенаправленного изменения свойств ФБ в соответ-
ствии с требованиями предъявляемыми к биомаркерам современными методами исследований.
В обзоре рассмотрены основные структуры хромофоров GFP-подобных ФБ, установленные мето-
дом рентгеноструктурного анализа.
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ВВЕДЕНИЕ
Зеленые флуоресцентные белки (GFP) из мор-

ских организмов и их синие, желтые, оранжевые,
красные и дальнe-красные генно-инженерные
варианты проявляют способность флуоресциро-
вать при облучении видимым светом. Благодаря
этому свойству GFP-подобные флуоресцентные
белки (ФБ) широко используются в клеточной
биологии, биотехнологии и биомедицине в каче-
стве биомаркеров для визуализации процессов в
живых организмах, мониторинга экспрессии ге-
нов, локализации и миграции интересующих бел-
ков и клеток, определения жизненно важных
внутриклеточных характеристик таких как pH,
концентрация ионов и др. [1]. Они позволяют на-
блюдать органеллы клетки и их функциональное
поведение, могут использоваться для визуализа-
ции различных аспектов развития раковой опухо-
ли в животных in vivo, включая перемещение ра-

ковых клеток, инвазию, метастазирование, ангио-
генез, а также для обеспечения быстрого скрининга
потенциальных лекарственных средств. В различ-
ных странах активно проводятся исследования по
созданию и структурно-функциональному изуче-
нию новых перспективных ФБ различной цветовой
гаммы для практического использования в каче-
стве биомаркеров.

Разнообразие фотофизических свойств ФБ
определяется главным образом структурой хро-
мофора и его ближайшего аминокислотного
окружения. Хромофоры, образующиеся в резуль-
тате посттрансляционной модификации белка,
способны флуоресцировать при возбуждении ви-
димым светом определенной длины волны.

Структура мономера GFP-подобных ФБ имеет
форму β-бочонка (рис. 1а), сформированного из
11 антипараллельных β-тяжей, связанных Н-свя-
зями. Петли между β-тяжами располагаются на
торцах бочонка, образуя “колпачки”, защищаю-
щие его внутреннюю область от воздействия
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внешней среды. Вдоль оси бочонка проходит
спираль, в середине которой располагается кова-
лентно связанный хромофор. Олигомерная
структура ФБ дикого типа обычно представлена
димерами или тетрамерами. Димеры состоят из
мономеров, расположенных антипараллельно
друг другу (рис. 1б). Тетрамеры формируются дву-
мя димерами, расположенными перпендикуляр-
но друг другу.

Хромофор формируется в результате автоката-
литической посттрансляционной модификации
трипептидного фрагмента белка -X-Tyr-Gly- без
участия каких-либо кофакторов или субстратов,
за исключением молекулярного кислорода.
В белках дикого типа первый остаток хромофор-
образующей триады вариабелен, а второй и тре-
тий – инвариантны. Один из общепринятых ме-
ханизмов биосинтеза хромофора [2] нашел на-
дежное подтверждение рентгеноструктурным
методом с установлением структуры всех основ-
ных промежуточных состояний [3]. В соответ-
ствии с этим механизмом, синтез хромофора на-
чинается с циклизации хромофоробразующей
аминокислотной триады (-X-Tyr-Gly-), затем, в
результате последующих реакций дегидратации и
окисления, образуется “зрелый” хромофор (рис.
2). Гидроксильная группа остатка тирозина хро-
мофора легко ионизируется, существенно повы-
шая квантовый выход эмиссии и сдвигая макси-
мум возбуждения в более длинноволновую об-
ласть спектра. Хромофор связан с ближайшим
аминокислотным окружением (рис. 3) через раз-
ветвленную сеть Н-связей. Мутации остатков в
окружении хромофора, как правило, приводят к
существенному изменению фотофизических

свойств ФБ. Структура хромофора и стереохими-
ческие особенности его окружения определяют
основные фотофизические свойства ФБ, вклю-
чая скорость созревания, температурную и рН-
зависимость, фотостабильность, спектральные
характеристики. В качестве примера влияния
окружения можно привести желтый флуоресцент-
ный белок phiYFP (Phialidium; λэм 538 нм). Бицик-
лическая структура его хромофора отвечает клас-
сической структуре, характерной для зеленых
хромофоров. При этом, наблюдаемый батохром-
ный сдвиг максимума эмиссии в желтую область
спектра (λэм ~ 538 нм) вызван π-стэкинг-взаимо-
действием между антипараллельно расположен-
ными ароматическими кольцами Tyr66 хромофо-
ра и Tyr203 из ближайшего окружения хромофора
[5]. Реализация аналогичного взаимодействия в
зеленом мутанте GFP_S65T путем замены
Thr203Tyr привела к созданию желтого варианта
с максимумом эмиссии 528 нм [6]. Предполага-
ется, что π-стэкинг-взаимодействие увеличива-
ет поляризуемость хромофора, стабилизируя его
электронное состояние с предпочтительно
бóльшим дипольным моментом, следствием чего
является сдвиг флуоресценции в длинноволно-
вую область спектра.

1. БИЦИКЛИЧЕСКИЕ ХРОМОФОРЫ

1.1. Природные Tyr-содержащие хромофоры

Остаток Tyr хромофор-образующей триады
X-Tyr-Gly является строго консервативным во
всех известных флуоресцентных белках дикого
типа. Тирозин-содержащие бициклические хро-
мофоры GFP-подобных ФБ представлены двумя

Рис. 1. Структура мономера (а), димера (BC/AD) и тетрамера (ABCD) (б) в GFP-подобных белках.
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основными типами: “зелеными” и “красными”

хромофорами, характеризующимися длинами

волн эмиссии (λэм) ~510 и ≥570 нм. Они характе-

ризуются планарной структурой сопряженных

двойных связей, состоящей из пятичленного

имидазолинонового и фенольного (п-гидрокси-

бензелиденового) циклов (рис. 4).

У зеленых ФБ первому остатку хромофора с

атомом Сα в sp3-гибридизации предшествует

стандартная пептидная связь в транс-конфигура-

ции, которая не лежит в плоскости хромофора

(рис. 4а). Созревание хромофоров до “красной”

формы в большинстве случаев проходит через

промежуточную “зеленую”. В красных ФБ пост-

трансляционное образование бициклической си-

стемы хромофора включает дополнительную ста-

дию окисления, в результате которой у первого

остатка происходит образование двойной ацили-

минной связи Cα=N с изменением гибридизации

соответствующего Сα атома из sp3 в sp2 [7]. Пред-

шествующая первому остатку пептидная связь

принимает цис-конфигурацию и располагается в

плоскости хромофора (рис. 4б). При этом проис-

ходит расширение сопряженной π-электронной

системы хромофора, сопровождаемое сдвигом

эмиссии в длинноволновую область спектра.

В подавляющем большинстве случаев боковая

цепь остатка Tyr хромофора во флуоресцентных

белках принимает цис-конформацию по отноше-

нию к связи Сα-N-имидазолинонового цикла и

находится в анионной форме, отвечающей флуо-

ресцентному состоянию [1]. Исключениями яв-

ляются гомологичные красные ФБ дикого типа –

eqFP578 и eqFP611 (Entacmae quadricolor) с хромо-

форобразующей триадой -Met-Tyr-Gly, у которых

гидроксифенильная группа остатка Tyr хромофо-

ра находится в нетипичной транс-конформации,

но, при этом, белки демонстрируют яркую флуо-

ресценцию [8, 9]. Примечательно, что дизайн

дальне-красного генно-инженерного варианта

Katushka (λэм ~ 635 нм) из красного белка eqFP578

(λэм ~ 578 нм) сопровождался переходом остатка

Tyr хромофора из высокоэнергетичной транс- в

низкоэнергетичную цис-конформацию, с изме-

нением системы локальных Н-связей вокруг

Рис. 2. Схема реакций биосинтеза GFP-хромофора [2, 3].
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хромофора и ~57-нм длинноволновым сдвигом

эмиссии [9].

Помимо флуоресцентных белков существует

группа природных GFP-подобных окрашенных

хромобелков, которые не обладают флуоресцен-

цией. В хромобелках остаток Tyr хромофора, как

правило, находится в транс-протонированном

состоянии, стабилизируемом H-связями с ами-

нокислотными остатками из ближайшего окру-

жения. При создании новых вариантов ФБ из

хромобелков, появление флуоресценции сопро-

вождается транс-цис-изомеризацией остатка ти-

розина хромофора. Путем точечных замен, из не-

флуоресцентных хромобелков был получен ряд

флуоресцентных белков с различными спек-

тральными характеристиками. Внесение лишь

одной замены в хромобелок asFP595 привело к

появлению красной флуоресценции [10]. На ос-

нове хромобелка asCP из Anemonia sulcata был со-

здан ряд разжигающихся флуоресцентных белков

KFP (kindling f luorescent protein) [11]. В качестве

одного из наиболее ярких примеров можно при-

вести красный флуоресцентный фототоксичный

фотосенсибилизатор KillerRed, полученный путем

18 аминокислотных замен из нефлуоресцентного

нефототоксичного хромобелка anm2cp [12, 13].

Особо следует выделить красный белок laRFP

из группы хордовых (подгруппа ланцетников

Branchiostoma lanceolatum) с бициклическим хро-

мофором на основе необычной хромофоробразу-

ющей триады -Gly-Tyr-Gly-. Здесь, в результате

пост-трансляционной модификации белка Сβ-

атом остатка Tyr хромофора образует ковалент-

ную связь с соседним Tyr из ближайшего амино-

кислотного окружения (рис. 5) [14]. При этом,

разрушение этой связи путем аминокислотных

замен всегда приводит к зеленой форме хромофо-

ра. Наконец, единственным на сегодняшний день

примером ФБ, где хромофоробразующая триада

представлена последовательностью Gly-Tyr-Ala, яв-

ляется зеленый белок LanFP10-A (λэм ~ 504 нм) из

подгруппы ланцетников (Branchiostoma floridae) [15].

Здесь третьим остатком хромофора вместо остатка

Gly, ранее считавшегося строго консервативным,

является Ala. Его замена на любой другой остаток

приводила к исчезновению флуоресценции. Во

флуоресцентной форме LanFP10-A посттрансля-

ционная модификация хромофоробразующей

триады завершилась формированием функцио-

нальной бициклической структуры хромофора,

характерной для зеленых ФБ.

1.2. Генно-инженерные 
Phe/His/Trp-содержащие хромофоры

Поиск биомаркеров с новыми спектральными

свойствами привел к созданию мутантных вари-

антов с заменами второго консервативного остат-

ка хромофора – Tyr на другие ароматические

остатки – Phe, His или Trp. Такие замены, как

правило, сопровождаются сдвигами максимумов

возбуждения и эмиссии в более коротковолновую

область спектра. Так, на основе ключевой мута-

ции Tyr66His в хромофоре зеленого GFP (Aequo-

rea victoria; λem ~ 509 нм) был получен синий вари-

ант BFP (λem ~ 448 нм) [16]. Единичная замена

консервативного Tyr на Phe в хромофоре дальне-

красного ФБ Rtms5 (λem ~ 630 нм) привела к зеле-

Рис. 4. Зеленый (а) и красный (б) хромофоры X-Tyr-Gly (сопряженная система двойных связей выделена серым фоном).
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ному варианту (λem ~ 508 нм) [17]. И наконец, вве-

дение остатка Trp привело к появлению таких

белков, как ECFP и Cerulean, характеризующихся

сдвигом эмиссии из зеленой (λem ~ 509 нм) в циа-

новую область спектра (λem ~ 474 нм) [18, 19].

Бициклические хромофоры, содержащие

остатки Phe и His вместо Tyr, характеризуются

конформацией, аналогичной стандартным зеле-

ным Tyr-содержащим хромофорам (рис. 6).

В первом случае ориентация фенольного кольца в

хромофоре инвариантна. В случае His-содержа-

щего хромофора имидазольный цикл гистидина

принимает по отношению к Cα-атому цис-ориен-

тацию, описываемую углом Cα-Cβ-Сγ-Nδ1. Другие

мутации остатка Tyr хромофора приводят к пол-

ной потере флуоресценции без значительных из-

менений положения пиков поглощения.

В структурах Trp-содержащих хромофоров об-

наружены три возможные стерически разрешен-

ные конформационные состояния триптофана,

описываемые торсионными углами χ1 и χ2 вокруг

соответствующих валентных связей Сα–Сβ и Сβ–

Сγ – цис-цис (идеальные значения χ1 и χ2 ~ 0°),
цис-транс (χ1 ~ 0° и χ2 ~ 180°) и транс-цис
(χ1 ~ 180° и χ2 ~ 0°) (рис. 7). Конформация транс-
транс (χ1 ~ 180° и χ2 ~ 180°) стерически запреще-

на. Рентгеноструктурные исследования цианово-

го ФБ Cerulean и зеленого NowGFP при измене-

нии pH позволили выявить цис-цис- и цис-транс-
состояния Trp66 хромофора [18–20]. В структуре

NowGFP изменение кислотности среды сопро-

вождается синхронными изменениями конфор-

мационных состояний боковых цепей остатков

из ближайшего окружения хромофора. При этом,

сопутствующее изменение взаимодействующей

с хромофором локальной сети водородных свя-

Рис. 5. Структура хромофора Gly-Tyr-Gly красного флуо-
ресцентного белка laRFP (показан черным цветом) с
ближайшими остатками (показаны серым цветом) [14].

GYG
Tyr62

Ile57

Phe61

Gln63

Рис. 6. Структура генно-инженерных вариантов хромофора с остатками Phe (а) и His (б) во второй позиции хромофор-
образующей триады (сопряженная система двойных связей выделена серым фоном) [16, 17].
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зей приводит к значительным изменениям спек-

тральных свойств белка, связанных с обратимыми

процессами ионизации-протонирования остатка

триптофана хромофора. Третья возможная транс-
цис-конформация остатка Trp хромофора была

впервые обнаружена совсем недавно, при изуче-

нии пространственной структуры фототоксично-

го флуоресцентного белка KillerOrange [21].

В структуре белка эта конформация стабилизиру-

ется водородной связью между атомом азота ин-

дольного кольца остатка Trp хромофора и боко-

вой цепью ближайшего остатка Gln159.

2. ТРИЦИКЛИЧЕСКИЕ ХРОМОФОРЫ

В трициклических хромофорах в процессе пост-

трансляционной модификации происходит обра-

зование третьего дополнительного гетероцикла с

двойной связью, который, располагаясь в плос-

кости хромофора, расширяет его сопряженную

π-электронную систему, приводя к сдвигу макси-

мума эмиссии в длинноволновую область спек-

тра. В качестве примеров можно привести структу-

ры трициклических хромофоров, реализующихся в

желтом ФБ дикого типа zYFP538 (Zoanthus), оран-

жевом генно-инженерном варианте mOrange и в

красной форме необратимо фотоконвертируемых

флуоресцентных белков Kaede-группы. Механиз-

мы биосинтеза этих хромофоров рассмотрены в

работах [22–27].

Хромофор желтого флуоресцентного белка

zYFP538 образуется из аминокислотной триады

-Lys66-Tyr67-Gly68- и представляет собой пла-

нарную трициклическую систему сопряженных

двойных связей (рис. 8а) [22, 28]. Уникальность

структуры состоит в том, что помимо пятичлен-

ного имидазолинонового и фенольного (Tyr67)

циклов, характерных для стандартной бицикли-

ческой “зеленой” формы, хромофор zYFP538 со-

держит дополнительный шестичленный тетра-

гидропиридиновый цикл, который, согласно

предложенной гипотезе [22], формируется авто-

каталитически в результате реакции трансими-

нирования атома Nζ боковой цепи остатка Lys66

с реакционноспособной ацилиминной связью

Cα=N(66) переходного состояния. Реакция со-

провождается разрывом основной цепи белка по

связи Cα−N остатка Lys66 с образованием конце-

вой карбоксамидной группы у предшествующего

остатка Phe65. Образующаяся связь Cα=Nζ рас-

полагается в плоскости хромофора, что приводит

к расширению его π-системы сопряженных двой-

ных связей и, как следствие, к сдвигу спектраль-

ных характеристик в длинноволновую область.

Хромофор оранжевого генно-инженерного ва-

рианта mOrange (λem ~ 562 нм) образован из ами-

нокислотной триады Thr-Tyr-Gly [23]. Его пла-

нарная трициклическая структура сопряженных

двойных связей содержит дополнительный пяти-

членный 2-гидроксидигидрооксазоловый цикл,

образованный в результате дополнительной реак-

ции ОН-группы боковой цепи первого хромофор-

образующего остатка Thr c основной полипеп-

тидной цепью (рис. 8б).

Фотопереключаемый флуоресцентный белок
wtDendFP (Dendronephthya sp.) из Kaede-группы
[24–26] характеризуется хромофоробразующей
последовательностью His62-Tyr63-Gly64. При об-

Рис. 7. Стерически разрешенные конформационные состояния хромофора с остатком Trp во второй позиции хромо-
форобразующей триады.
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лучении УФ-светом (~380 нм) он демонстрирует
необратимое превращение из зеленой формы
(λem ~ 506 нм) в красную (λem ~ 575 нм). Фотокон-

версия сопровождается разрывом основной цепи

по связи Cα–N первого остатка хромофора с об-
разованием концевой карбоксамидной группы у
предшествующего остатка Leu61 (рис. 9) [29]. Об-
разующаяся в процессе окисления двойная связь

Cα=Cβ боковой цепи первого остатка His62 хро-
мофоробразующей триады способствует включе-
нию его имидазольного цикла в плоскость хромо-
фора, приводя к расширению общей π-электрон-
ной системы сопряженных двойных связей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В последние годы усилия исследователей со-
средоточены на созданиии флуоресцентных био-
маркеров с новыми улучшенными фотофизиче-
скими характеристиками. В настоящее время ши-
роко используемые подходы при создании новых
биомаркеров основаны на аминокислотных заме-
нах вокруг хромофора методом направленной
эволюции или/и структурно обоснованном мута-
генезе с использованием данных рентгенострук-
турного анализа. Значительно реже для этих це-
лей практикуется дополнительная модификация
самого хромофора по отдельным позициям хро-

Рис. 8. Структура трициклических хромофоров -Lys-Tyr-Gly в желтом ФБ zYFP538 (в результате разрыва основной це-

пи белка по связи Cα−N остатка Lys хромофора образуется концевая карбоксамидная группа C(O)NH2 у предшеству-

ющего остатка Phe [22, 28]) (а) и Thr-Tyr-Gly в оранжевом ФБ mOrange (б) [23]. Сопряженная система двойных связей

хромофоров выделена серым фоном.
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мофоробразующей триады. Причем, варьирова-
ние третьей позиции с заменой консервативного
остатка Gly почти не изучено и может привести к
неожиданным новым эффектам.
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Structure of Chromophores in GFP-Like Proteins. X-ray Data
N. V. Pletneva*, #, E. A. Goryacheva*, I. V. Artemyev*, S. F. Arkhipova* , and V. Z. Pletnev*

#Phone: +7(905)540-75-85; e-mail: vzpletnev@gmail.com
*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

The discovery of f luorescent proteins (FP) in 1962 and the following design of genetically encoded biomark-
ers and biosensors revolutionized the study of living systems. At present, researchers have access to FPs of a
wide range of colors with a wide variety of specialized properties for visualization of biological processes in
vivo using high-resolution spectroscopy techniques. GFP-like f luorescent proteins are widely used in cell bi-
ology as markers of various biological targets in a living cell. With the development of methods for visualizing
processes in living organisms, the scientists have directed their efforts for designing new bright and photo-
stable biomarkers of different colors with improved photophysical characteristics. The X-ray study plays an
important role in design of the new biomarkers with improved properties. It allows to determine the structure-
functional relations as a guide for directed change of the FPs properties meeting the requirements of modern
research methods. The review presents the basic structures of the chromophores of the GFP-like f luorescent
proteins determined by X-ray method.

Keywords: 3D structure, chromophore, biomarker, GFP-like fluorescent proteins
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