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Среди широкого разнообразия известных на сегодняшний день флуоресцентных зондов особое ме-
сто занимают фотоконвертируемые флуоресцентные белки (ФКФБ), способные к необратимому
изменению положения максимума эмиссии флуоресценции под действием света. Были изучены ос-
новные физико-химические свойства ФКФБ, выделенного из Montastraea cavernosa (mcavGR). По-
казано, что mcavGR обладает высокой яркостью и контрастностью фотопревращения, сравнимой с
лучшими гомологичными ФКФБ, такими как Kaede, dendFP, Dendra2, EosFP и др., и в то же время
обладает значительной фотостабильностью.
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ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные метки – одни из основных

инструментов для визуализации процессов в жи-
вых системах [1, 2]. Генетически кодируемые зон-
ды на основе флуоресцентных белков (ФБ) обла-
дают рядом уникальных свойств и перекрывают
практически весь видимый диапазон от синего
до красного цвета [3–7]. Несмотря на опреде-
ленный “провал” в желтой области (максимумы
эмиссии ~545 нм) и невысокую яркость белков с
эмиссией в красном диапазоне (>620 нм), ФБ ис-
пользуются для решения самого широкого спектра
задач in vitro и in vivo [8–12]. Отдельный класс пред-
ставляют собой зонды на основе фотоконвертируе-
мых флуоресцентных белков (ФКФБ), способных
к изменению цвета за счет батохромного смеще-
ния максимумов возбуждения и эмиссии флуорес-
ценции в ответ на облучение УФ-светом [13, 14].
В основном эти зонды представлены белками се-
мейства Kaede и способны к фотопревращению
из зеленого флуоресцентного состояния в крас-
ное [15, 16]. Такая фотоконверсия происходит за

счет расширения π-системы хромофора белка в ре-
зультате реакций фотоэлиминирования [17, 18]
(рис. 1). Эти свойства в сочетании с возможно-
стью генетического кодирования позволяют при-
менять ФКФБ для прицельного мечения и на-
блюдения за перемещением объектов внутри
клетки [19–21], а также в рамках целого организ-
ма [22, 23]. ФКФБ были использованы также при
разработке новых методов суперразрешающей
флуоресцентной микроскопии, которые позволя-
ют преодолеть дифракционный барьер и получать
снимки с разрешением до нескольких десятков на-
нометров [24–27]. В то же время ФКФБ имеют ряд
характеристик, ограничивающих их применение.
В частности, фотоконверсия, как правило, проис-
ходит в результате облучения УФ-светом, токсич-
ного для клеток или модельного организма. Тет-
рамерная природа большинства флуоресцентных
белков дикого типа вносит дополнительные огра-
ничения для их использования из-за склонности к
агрегации. При помощи направленного мутагенеза
были получены мономерные варианты ряда ФКФБ
[19, 21, 28–30], однако после мономеризации ча-
сто ухудшается эффективность их созревания и
фотофизические характеристики, такие как кван-
товый выход флуоресценции, фотостабильность,
степень фотоконверсии. На сегодняшний день
поиск и получение ФКФБ с улучшенными свой-
ствами по-прежнему остаются актуальными.

Сокращения: ФБ – флуоресцентный белок; ФКФБ – фо-
токонвертируемый флуоресцентный белок; dendFP –
ФКФБ из Dendronephthya sp.; Dendra2 – мономерный му-
тантный вариант dendFP; Kaede – ФКФБ из Trachyphyllia
geoffroyi; mcavGR, mcavRFP – ФКФБ из Montastraea ca-
vernosa.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-51-11; факс: +7 (495)
336-61-66; эл. почта: alpah@mail.ru).
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Рис. 1. Фотопревращения хромофора белков семейства Kaede.
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Ранее сообщалось, что флуоресцентный белoк,
выделенный из кораллового полипа Montastraea
cavernosa (mcavGR), способен к смещению мак-
симумов возбуждения/эмиссии флуоресценции
из зеленой области в красную [31], однако полная
информация о его физико-химических свойствах с
тех пор не появлялась. В настоящей работе мы по-
пытались восполнить этот пробел и подвергли все-
стороннему изучению физико-химические свой-
ства белка mcavGR в сравнении с другими ФКФБ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно проведенному нами филогенетиче-
скому анализу, mcavGR принадлежит к той же
группе ФБ, что и ФКФБ Kaede [15], EosFP [32],
dendFP [33], а также ФБ Dronpa [34], Azami-
Green [35], kikG [36] и cFP484 [37]. Ближайшими
гомологами, помимо других ФБ из Montastraea
cavernosa [38, 39], являются Kaede и EosFP (степень
гомологии 77 и 79% соответственно), а также
неприродный белок-предшественник LEA (least
evolved ancestor, степень гомологии 88%) [40, 41]. В
работе Labas et al. [31] mcavGR, как и другой гомо-
логичный белок rfloRFP, был описан впервые как
красный флуоресцентный белок (mcavRFP) из-за
наблюдаемой окраски в конечном состоянии по-
сле фотопревращения, хотя в отсутствие света бе-
лок синтезируется в зеленой форме. Мы не стали
переименовывать белок в mcavFP, т.к. под mcavFP

иногда подразумевается другой гомолог, также вы-
деленный из Montastraea cavernosa [42, 43].

Как и у других Kaede-подобных белков, хро-
мофор mcavGR образован из аминокислотной
последовательности -His-Tyr-Gly- [31]. Способ-
ность к фотоконверсии под действием УФ-света,
вероятно, обусловлена реакцией фотоэлимини-
рования, сопровождающейся расширением π-си-
стемы исходного хромофора за счет имидазолэти-
ленильной группы (рис. 1). В настоящей работе
фотоконверсионные свойства mcavGR сравни-
вали с широко используемым ФКФБ Dendra2,
выступающими мономерным, ярким и, в отличие
от других гомологов, способным также к ограни-
ченной фотоконверсии под действием цианово-
го (488 нм) света, а также с природным предше-
ственником Dendra2 – dendFP. Для сравнения с
другими ФКФБ использовали литературные дан-
ные (табл. 1).

Прежде всего мы провели анализ олигомер-
ного состояния mcavGR с помощью гель-филь-
трации. С использованием EGFP, dendFP и
DsRed в качестве белков сравнения было пока-
зано, что mcavGR – тетрамер, как и большин-
ство других природных представителей белков
семейства Kaede.

В исходном состоянии mcavGR – типичный зе-
леный флуоресцентный белок с максимумами воз-
буждения/эмиссии флуоресценции при 506/517 нм
соответственно, которые под действием света
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смещаются на ~65 нм в красную область спектра
(рис. 2а, 2б). При понижении рН наблюдается
уменьшение поглощения при 506 нм с одновре-

менным ростом при 385 нм зеленой формы белка
до фотопревращения (рис. 3а). Ранее было пока-
зано, что такое поведение связано с кислотно-ос-
новным равновесием фенольной группы хромофо-
ра [44, 48]. рКа этого перехода оказалось равным
6.66 ± 0.03, что является сопоставимым со значе-
ниями рКа для других гомологов. Отметим, что
фотоконверсия белка запускается светом, воз-
буждающим протонированную форму хромофора,
поэтому низкие значения рКа кислотно-основного
равновесия хромофора затрудняют конверсию при
физиологических рН ~ 7.5 за счет смещения рав-
новесия в сторону анионного хромофора. С дру-
гой стороны, при высоких значениях рКа яркость
белка падает при нейтральных значениях рН за
счет снижения концентрации анионного хромо-
фора. В этом ключе mcavGR имеет “средние”
значения рКа относительно других Kaede-подоб-
ных белков (табл. 1). Фотоконвертированный бе-
лок при закислении среды, аналогично другим
Kaede-подобным белкам, переходит из красной
формы в зеленую со сдвигом максимумов погло-
щения от 572 к 460–490 нм и эмиссии флуорес-
ценции от 581 к 510–540 нм с рКа = 6.78 ± 0.02
(рис. 2в, 3б).

Одним из ключевых параметров ФБ, характе-
ризующих их применимость в флуоресцентной
микроскопии, выступает яркость, определяемая
как произведение квантового выхода и молярно-
го коэффициента экстинкции. Согласно полу-
ченным данным, mcavGR имеет коэффициенты
экстинкции в максимумах поглощения анионных
форм хромофора 106000 и 87200 М–1 см–1 и кван-
товые выходы 0.79 и 0.70 для исходной и фото-
конвертированной форм соответственно. С уче-
том данных, описанных в литературе (табл. 1),
mcavGR – один из самых ярких ФКФБ, имеющих
значительные перспективы для дальнейшего при-
менения.

Кинетические параметры фотопревращения ФБ
зависят в значительной степени от используемого
оборудования и его настройки в конкретном экс-
перименте, поэтому оценку фотоконверсионных
свойств mcavGR проводили в сравнении с други-
ми реперными белками в тех же условиях. Как
было отмечено выше, в качестве реперных белков
использовали ФКФБ Dendra2 и его природный
предшественник dendFP. Анализ кинетики фото-
превращения белков под действием синего света
(405 нм) в условиях микроскопии показал, что
mcavGR конвертируется несколько медленнее
dendFP, но быстрее его мономерного варианта
Dendra2 (табл. 2, рис. 4а–4в). В то же время из
рис. 4а–4в видно, что mcavGR демонстрирует бо-
лее высокий контраст в ходе фотопревращения.
Анализ фотостабильности белков при длитель-
ном облучении УФ-светом (365 нм) в одинаковых

Рис. 2. Фотофизические свойства mcavGR. (а) –
Спектры поглощения в ходе фотоконверсии при об-
лучении УФ-светом (365 нм); (б) – спектры возбуж-
дения и эмиссии флуоресценции до (зеленый цвет) и
после (красный цвет) фотоконверсии при рН 8; (в) –
спектры возбуждения и эмиссии флуоресценции фо-
токонвертированного белка при рН 5. Положение
максимумов в нанометрах показано числами над со-
ответствующими пиками.
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условиях показал, что mcavGR дольше других со-
храняет флуоресцентные свойства (рис. 4г, табл. 2).

Таким образом, нами были исследованы основ-
ные физико-химические свойства белка mcavGR.
Показано, что в растворе он – тетрамер. Изучена
кинетика превращения белка mcavGR из зелено-
го состояния в красное под действием света, а так-
же его фотостабильность. Проанализированы ос-
новные фотофизические характеристики, такие
как положение максимумов поглощения и флуо-
ресценции, коэффициенты экстинкции, кванто-
вые выходы флуоресценции, яркость. Показано,
что в сравнении с другими белками Kaede-се-
мейства mcavGR обладает высокой яркостью в
исходном и фотоконвертированном состояниях,
а также является фотостабильным. Эти свойства
подтверждают, что mcavGR имеет значительный
потенциал для дальнейшего применения в каче-
стве фотоконвертируемого генетически кодируе-
мого флуоресцентного зонда, особенно в случае
получения его мономерного варианта.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Филогенетический анализ проводили с исполь-

зованием последовательностей белков, взятых из
базы данных FPbase [43]. Выравнивание последо-
вательностей осуществляли при помощи утилиты
MAFFT v.7.467 [49]. Для построения филогенетиче-
ского дерева использовали програму Seaview4 [50]
совместно с программой PhyML 3.0 [51].

Наработка и выделение белков. Клетки Esche-
richia сoli штамма JM-109 трансформировали
плазмидой pQE-30, несущей ген целевого флуо-
ресцентного белка (mcavGR, dendFP, Dendra2,
EGFP, DsRed), и выращивали в среде LB, содер-
жавшей ампициллин в концентрации 100 мкг/мл.
Клеточную культуру выращивали при постоян-
ном перемешивании (250 об./мин) и температуре
37°С в течение ночи, затем температуру снижали
до 22°С и продолжали перемешивание клеточной
суспензии в течение суток для максимального со-
зревания белка. Осаждение клеточной биомассы
осуществляли центрифугированием (3000 g) в те-
чение 15 мин при 4°С, осадок затем ресуспенди-
ровали в промывочном буфере (50 мМ Tris-HCl,
300 мМ NaCl, 20 мМ имидазол, pH 8.0) и охлажда-

ли во льду. Далее клетки лизировали при помо-
щи френч-пресса (Ashcroft, США) при давлении
2000 psi. Получившийся клеточный лизат цен-
трифугировали при 75000 g в течение 20 мин при
4°С. Целевые белки на своем N-конце содержали
гексагистидиновую последовательность, поэтому
их выделение осуществляли методом металл-хелат-
ной хроматографии на Ni-NTA-агарозе (Qiagen,

Рис. 3. Зависимость спектров поглощения mcavGR от
рН до (а) и после (б) фотоконверсии. Кривые титро-
вания, рассчитанные по максимуму поглощения ани-
онной формы (506 нм (а) и 572 нм (б)), приведены на
вставках.
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Таблица 2. Фотоконверсионные свойства mcavFP в сравнении с белками dendFP и Dendra2

* Константа зелено-красного превращения в условиях микроскопии.
** Константы зелено-красного превращения и последующей фотодеградации при облучении лампой (365 нм) в пробирке.

Флуоресцентный 
белок k (G → R, 405 нм, микро)*, мин–1 k (G → R, 365 нм)**, ч–1 k (обесцвеч., 365 нм)**, ч–1

mcavGR 1.11 ± 0.03 0.18 ± 0.01 0.008 ± 0.001
dendFP 2.22 ± 0.04 0.40 ± 0.04 0.076 ± 0.013
Dendra2 0.51 ± 0.04 0.12 ± 0.02 0.018 ± 0.007
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США). После нанесения клеточного лизата на
хроматографическую колонку, предварительно
уравновешенную промывочным буфером, прово-
дили промывку 4-кратным объемом того же бу-
фера. Элюирование белков осуществляли буфе-
ром, содержавшим 50 мМ Tris-HCl, 300 мМ NaCl,
250 мМ имидазол, pH 8.0.

Гель-фильтрационный анализ проводили с
использованием хроматографа ACTA FPLC
(GE Healthcare, Швеция) со скоростью потока
0.5 мл/мин. Колонку Superdex 200 (300 × 10 мм;
GE Healthcare, Швеция) уравновешивали буфе-
ром, содержавшим 20 мМ Tris-HCl, 100 мМ NaCl
(pH 8.0), и наносили образцы белков с концен-
трацией ~1.5 мг/мл. Детекцию белковых фракций
осуществляли при 280 нм. В качестве белков срав-
нения для определения олигомерного состояния
mcavGR использовали мономерный EGFP [52] и
тетрамерный DsRed [53], в качестве димера –
dendFP [45].

Фотофизическая характеризация. Спектры по-
глощения исследуемых белков регистрировали на
спектрофотометре Cary 50 Bio (Varian, США) при
комнатной температуре. Флуоресцентные свой-
ства белков изучали в тех же условиях при помощи
спектрофлуориметра Cary Eclipse (Varian, США).
Определение квантовых выходов и молярных ко-
эффициентов экстинкции белка mcavGR до и после
фотоконверсии проводили в соответствии с мето-
дикой, использованной в работе Pletneva et al. [45].
В качестве стандартов для определения квантового
выхода до и после фотоконверсии использовали
EGFP и DsRed соответственно. Для определения
коэффициента экстинкции mcavGR до фотопре-
вращения концентрацию полностью созревшего
белка рассчитывали методом Ward [54] по погло-
щению белка после денатурации в щелочной среде
и с учетом коэффициента экстинкции GFP-хро-
мофора 44000 М–1 см–1. Коэффициент экстинк-
ции красной формы белка определяли с учетом

Рис. 4. Кинетика фотопревращений mcavGR в сравнении с белками dendFP и Dendra2. Представлены кривые зелено-
красной фотоконверсии mcavGR (а), dendFP (б) и Dendra2 (в) под действием синего (405 нм) света в условиях широ-
копольной флуоресцентной микроскопии; (г) – динамика изменения поглощения при 570 нм в ходе зелено-красной
конверсии и фотодеградации белков под действием УФ-света (365 нм).
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остаточного количества неконвертированного бел-
ка согласно Pletneva et al. [45]. Яркость белка опре-
деляли как произведение значений квантового вы-
хода флуоресценции и молярного коэффициента
экстинкции.

Фотометрическое титрование. Для получения
кривых титрования белок с помощью гель-филь-
трации на колонке NAP-10 (GE Healthcare, США)
переводили в буферный раствор, содержавший
12.5 мМ CH3COONa, 12.5 мМ СAPS, 12.5 мМ
NaH2PO4, 12.5 мМ Tris-HCl, 100 мМ NaCl, pH 7.5.
Титрование осуществляли добавлением аликвот
растворов 0.5 М HCl либо 0.5 М NaOH к 100 мкл
белка. После каждого добавления раствора кис-
лоты или щелочи образцы белка ресуспендировали,
измеряли pH при помощи pH-метра Orion Star A211
(Thermo Fisher Scientific, США) с использованием
микро-рН-электрода Orion 8220BNWP (Thermo
Fisher Scientific, США) и снимали спектр поглоще-
ния белка. Для определения константы кислотно-
основного равновесия хромофора mcavGR cтроили
зависимость поглощения анионной формы хро-
мофора от изменения рН с учетом разбавления
анализируемых образцов и проводили аппрокси-
мацию согласно уравнению Henderson–Hassel-
balch [55].

Изучение скорости реакции зелено-красной фо-
токонверсии выполняли на белках, иммобилизо-
ванных на гранулах Ni-NTA-агарозы, в промы-
вочном буфере при комнатной температуре.
Исследование проводили на инвертированном
флуоресцентном микроскопе DMI6000 (Leica,
Германия). Образец гранул с отдельным белком
облучали фиолетовым светом (405 ± 20 нм). Ис-
пользовали объектив с 63-кратным увеличением
и набор светофильтров для регистрации зеленого
и красного флуоресцентных сигналов (GFP и
CY3 соответственно). Константы скорости зеле-
но-красной фотоконверсии определяли при по-
мощи программного обеспечения биохимиче-
ского симулирования кинетики COPASI [56] с
использованием схемы необратимых реакций пер-
вого порядка G → R → C, где G – исходная зеле-
ная форма, R – красная форма, C – продукт фо-
тообесцвечивания красной формы. Параметры ре-
акций были определены по анализу кинетики для
красной формы белка при помощи методов диффе-
ренциальной эволюции (Differential Evolution).

Исследование динамики фотоконверсии и фото-
обесцвечивания проводили с использованием УФ-
трансиллюминатора CL-215 (Ultra-Violet Products,
США) при температуре 4°С для минимизации
фотообесцвечивания. Эксперименты по изучению
фотодеградации осуществляли при комнатной тем-
пературе. Образцы белков с одинаковыми кон-
центрациями (~0.2 мг/мл) облучали светом с дли-
ной волны 365 нм в течение заданного времени,
после чего снимали спектры поглощения белков.

Кинетические параметры реакций определяли с
использованием программы COPASI, как описа-
но выше.
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Physicochemical Properties of Photoconvertible Fluorescent Protein
from Montastraea cavernosa

A. Yu. Frolova*, **, A. A. Pakhomov*, **, #, and V. I. Martynov*
#Phone: +7 (495) 336-51-11; e-mail: alpah@mail.ru

*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, ul. Vavilova 28, Moscow, 119334 Russia

Among the wide variety of currently known fluorescent probes, photoconvertible f luorescent proteins
(PCFP) that capable to irreversibly change their position of the maximum of f luorescence emission under
specific light irradiation, are of special interest. We studied the main physicochemical properties of PCFP
isolated from Montastraea cavernosa (mcavGR). It was shown that mcavGR has high brightness and contrast
of photoconversion, comparable with the best homologous PCFPs, such as Kaede, dendFP, Dendra2, EosFP,
etc., and at the same time has significant photostability.

Keywords: chromophore, photoconversion, fluorerscent protein, mcavGR, mcavRFP, dendFP, Dendra2
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