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Флуоресцентные белки – удобные репортеры, широко используемые в бактериях. Однако сегодня
недостаточно информации о возможностях и ограничениях их использования для разработки и оп-
тимизации экспрессионных кассет при конструировании бактериальных продуцентов для биотех-
нологии. В статье описаны особенности сверхэкспрессии генов зеленого и красного флуоресцент-
ных белков: turboGFP и turboRFP соответственно ‒ в Escherichia coli под контролем регулируемого
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозидом (ИПТГ) фагового промотора Т5. Оба белка синтезиру-
ются в основном в растворимой форме и обладают заметной цитотоксичностью, которая при сверхэкс-
прессии в присутствии ИПТГ приводит к задержке роста культур и накоплению клонов, не синтезиру-
ющих исследуемые белки. При одинаковых условиях культивирования накопление таких клонов для
turboRFP выражено сильнее, чем для turboGFP. При сниженном уровне экспрессии (в отсутствие
ИПТГ) указанные эффекты снижаются (для turboRFP) или не проявляются вообще (для turboGFP). Об-
суждены возможные причины цитотоксичности исследованных белков для клеток E. coli. Предложены
практические рекомендации по использованию генов исследованных белков в качестве репортерных
при разработке экспрессионных кассет. В частности, определен уровень продукции исследуемых бел-
ков, при котором не наблюдается негативных эффектов, и указаны возможности и ограничения ме-
тода цитофлуориметрической сортировки клеток при разработке штаммов-продуцентов.
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Флуоресцентные белки (ФБ) ‒ универсальные
репортеры, вводимые в клетки для решения ши-
рокого круга задач визуализации, трекинга и из-
мерения активности различных процессов [1‒3].
Универсальность ФБ обусловлена тем, что их нали-
чие и локализация могут быть легко определены, а
концентрация легко измерена без дополнительных
реагентов ‒ по излучаемому ими свету. Для бак-
терий круг задач, решаемых с помощью репорте-
ров вообще и ФБ в частности, имеет свою специфи-
ку и включает следующие: изучение свойств промо-
торов, разработку биосенсоров на внутриклеточные
метаболиты, контроль целостности клеточной
стенки, слежение за клетками бактерий в окружа-
ющей среде или тканях и другие [4].

Представленная здесь работа ориентирована в
первую очередь на молекулярно-биотехнологи-
ческие задачи, связанные с разработкой штаммов
бактерий-продуцентов. В ходе таких работ исполь-
зуют репортеры, в том числе ФБ, для оптимизации
транскрипционной активности промоторов, пред-
назначенных для экспрессии целевых генов. Один
из ключевых этапов такой оптимизации – введение
в клетки плазмид с экспрессионной кассетой, со-
держащей ген ФБ, и получение библиотеки кло-
нов, содержащих кассету и, следовательно, син-
тезирующих ФБ. Результатом этого этапа работы
является количественная оценка флуоресценции
клонов, отражающая количество синтезированного
в них ФБ, и выбор клонов, обладающих определен-
ными характеристиками. В тех случаях, когда необ-
ходим перебор библиотек генетических элемен-
тов, для отбора отличающихся по флуоресценции
клонов используют высокопроизводительную тех-

Список сокращений: ИПТГ ‒ изопропил-β-D-1-тиогалакто-
пиранозид; ФБ – флуоресцентный(е) белок(ки); turboGFP
(green f luorescent protein) – улучшенный зеленый флуорес-
центный белок; turboRFP (red fluorescent protein) – улуч-
шенный красный флуоресцентный белок.
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нику, например клеточные сортеры, измеряющие
флуоресценцию индивидуальных клеток [5].

Для таких работ используют ФБ с максималь-
ной нейтральностью, что необходимо для жизне-
деятельности клетки. Однако известно, что неко-
торые ФБ обладают определенным уровнем цито-
токсичности [6‒10]. Возможными причинами
токсического эффекта могут быть следующие: об-
разование нерастворимых олигомеров [10], окис-
лительный стресс при созревании активного цен-
тра (из-за образования пероксида водорода [11]),
окислительный стресс при освещении (из-за ге-
нерации активных форм кислорода [12]). Каковы
бы ни были причины токсичности, важен ее ре-
зультат: при культивировании клеток, продуци-
рующих ФБ, повышается частота мутаций, сни-
жающих экспрессию генов ФБ (например, J. Li-
ljeruhm и др. [6] обнаружили этот эффект для 2 из
14 ФБ). Возникновение мутантов со сниженной
экспрессией может вносить существенную по-
грешность в оценку транскрипционной активно-
сти промоторов, что затрудняет отбор необходи-
мых для дальнейшей работы конструкций.

Несмотря на популярность ФБ как репорте-
ров, систематическая информация об уровнях их
возможной цитотоксичности отсутствует, в том
числе и для наиболее разработанных бактерий
Escherichia coli. В связи с расширением примене-
ния таких репортеров для конструирования штам-
мов необходимо дополнять имеющуюся инфор-
мацию по цитотоксичности для существующих
вариантов ФБ.

Объектами представленной работы были tur-
boGFP [13] и turboRFP [14] ‒ соответственно зе-
леный и красный ФБ, представители нового по-
коления быстросозревающих и малоагрегирую-
щих флуоресцентных репортеров. Задачами
работы были оценка и сравнение цитотоксично-
сти turboGFP и turboRFP в клетках E. coli, опреде-
ление границ применимости этих белков для
определения уровней экспрессии, задаваемых про-
моторами, а также выработка рекомендаций по оп-
тимизации экспрессии для промоторов, выходя-
щих за эти границы. Нас также интересовала при-
менимость указанных ФБ как для
спектрофотометрических, так и для цитофлуори-
метрических методов оценки экспрессии.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Штаммы, плазмиды и условия культивирования

Штаммы бактерий и плазмиды, использован-
ные в работе, приведены в табл. 1. Культивирова-
ние штаммов E. coli проводили при 37°С с использо-
ванием плотной или жидкой питательной среды
Лурия‒Бертани (LB) [15] следующего состава, г/л:
триптон – 10, дрожжевой экстракт – 5, хлористый
натрий – 5, рН 7.0‒7.2, ‒ кроме того, в случае плот-

ной среды добавляли 20 г/л агар-агара. Культивиро-
вание в жидкой среде проводили при постоянном
перемешивании (300 об/мин). В качестве селектив-
ного агента при отборе клонов E. coli, содержащих
плазмиду, использовали ампициллин в кон-
центрации 100 мкг/мл. Для повышения уровня
экспрессии использовали изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозид (ИПТГ) в концентрации
100 мкг/мл.

Культивирование и пассирование 
клеток E. coli в жидкой среде

Колонию свежеполученного трансформанта за-
севали истощающим штрихом на плотную среду
без ИПТГ, инкубировали в течение ночи и прове-
ряли на отсутствие неокрашенных колоний. Для
первого пассажа использовали 5 мл жидкой среды
и растили клетки до оптической плотности 0.2
при 492 нм (А492). Полученную культуру инкуби-
ровали в течение 24 ч, после чего 50 мкл суспен-
зии пересевали в 5 мл такой же среды и инкубиро-
вали в тех же условиях. Культуру второго пассажа
еще раз пересевали в тех же условиях и получали
клетки третьего пассажа.

Спектрофотометрический 
и флуоресцентный анализ

Оптическую плотность клеточной суспензии
измеряли в микропланшетах с плоским дном
(Deltalab, Испания) на планшетном спектрофо-
тометре (ридере) Multiscan (Thermo LabSystems
Inc, США) при длине волны 492 нм (объем образ-
ца ‒ 300 мкл/лунка).

Флуоресценцию клеточных суспензий изме-
ряли на планшетном спектрофотометре (ридере)
Safire II (Tecan, Швейцария) с параметрами, приве-
денными в табл. 2, в черных микропланшетах с
плоским прозрачным дном (Greiner Bio-One, Ав-
стрия) (объем образца ‒ 100 мкл/лунка). Клетки
предварительно промывали 0.1 М фосфатным бу-
фером (pH 7.5). Интенсивность флуоресценции
(FI) клеток, выраженную в условных единицах
(у.е.), рассчитывали как отношение флуорес-
ценции клеточных суспензий к оптической
плотности суспензии, измеренной на планшетном
ридере Safire II (Tecan) при длине волны 492 нм в
той же аликвоте клеток.

Молекулярно-генетический анализ
Плазмиды вводили в клетки E. coli с помощью

электротрансформации с использованием элек-
тропоратора Gene Pulser Xcell (BioRad, США).
Плазмидную ДНК выделяли из клеток E. coli с по-
мощью набора GeneJet Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific, США) по методике произ-
водителя. Рестрикционное профилирование плаз-
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мид проводили эндонуклеазами рестрикции PvuI,
PvuII и XhoI согласно рекомендациям производи-
теля ферментов (Thermo Fisher Scientific).

Электрофоретический анализ белков
Электрофорез белков в 12%-ном полиакри-

ламидном геле в денатурирующих условиях
(SDS-ПААГ) проводили по методу Лэммли [16] с
последующим окрашиванием Coomassie G-250.
Для приготовления клеточных лизатов клетки два-
жды промывали в 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.5),
ресуспендировали до оптической плотности 7 при
длине волны 600 нм в том же буфере и разруша-

ли ультразвуком при 0°С на гомогенизаторе
Soniprep 150 (Sanyo, Япония). Полученный лизат
осветляли центрифугированием при 3000 g. Кон-
центрацию белка в супернатанте (растворимая
фракция) определяли по методу Бредфорда с ис-
пользованием набора реагентов Bio-Rad Protein
Assay (Bio-Rad). На дорожку геля наносили
~10 мкг белка.

Осадок, полученный в результате центрифуги-
рования, растворяли в буфере для нанесения в
объеме, равном объему клеточной суспензии,
взятому для лизирования. На дорожку геля нано-
сили объем, равный таковому для соответствую-

Таблица 1. Использованные в работе штаммы, плазмиды и гены флуоресцентных белков 
Table 1. Strains, plasmids, and fluorescent protein genes used

Штамм/плазмида/ген Описание Источник

E. coli XL1-Blue Генотип штамма: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1 lac [F' proAB lacIq ZΔM15 Tn10 (TetR)] – использован 
для экспрессии генов ФБ

StrataGene, США

E. coli XL1-Blue pTurboGFP-B Штамм E. coli XL1-Blue, содержащий плазмиду pTurboGFP-B. Данная работа

E. coli XL1-Blue pTurboRFP-B Штамм E. coli XL1-Blue, содержащий плазмиду pTurboRFP-B. Данная работа

pTurboGFP-B Автономнореплицирующаяся плазмида, содержащая ген 
turbogfp под контролем промоторной области фага T5 со 
встроенным оператором лактозного оперона lacO ‒ 
PТ5(lacO), AmpR. Нуклеотидная последовательность приве-
дена в файле S1 Дополнительных материалов.

ЗАО “Евроген”, 
Россия

pTurboRFP-B Автономнореплицирующаяся плазмида, содержащая ген 
turborfp под контролем промоторной области фага T5 со 
встроенным оператором лактозного оперона lacO ‒ 
PТ5(lacO), AmpR. Нуклеотидная последовательность приве-
дена в файле S2 Дополнительных материалов.

ЗАО “Евроген”, 
Россия

turbogfp Ген белка turboGFP, нуклеотидная последовательность 
приведена в файле S1 Дополнительных материалов.

[13]

turborfp Ген белка turboRFP, нуклеотидная последовательность 
приведена в файле S2 Дополнительных материалов.

[14]

Таблица 2. Параметры для измерения интенсивности флуоресценции (Fl) клеточных суспензий на планшетном
ридере Safire II 
Table 2. Parameters for measuring the f luorescence intensity (Fl) of cell suspensions on a Safire II plate reader

Заданный параметр E. coli XL1 pTurboGFP-B E. coli XL1 pTurboRFP-B

Длина волны возбуждения, нм 482 553

Ширина спектральной щели, нм 10 10

Длина волны испускания, нм 518 586

Ширина спектральной щели, нм 17 20
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щей растворимой фракции. В качестве маркера
использовали Spectra Multicolor Broad Range Pro-
tein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Проточная цитофлуориметрия

Проточную цитофлуориметрию проводили на
приборе CytoFLEX (Beckman Coulter, США). Для
анализа суспензию клеток разводили в физиологи-
ческом растворе до оптической плотности 0.05 при
600 нм и пропускали через детектор со скоростью
300‒500 событий/с до набора ~50000 событий. Флу-
оресценцию возбуждали синим лазером (488 нм) и
считывали в каналах FITC (525 нм с шириной по-
лосы 40 нм) для turboGFP и PE (585 нм с шириной
полосы 42 нм) для turboRFP. В качестве отрица-
тельного (нефлуоресцирующего) контроля ис-
пользовали клетки изогенного штамма, не синте-
зирующего ФБ. В качестве контроля для отсече-
ния событий детекции, не связанных с клетками,
использовали данные, полученные при анализе
физиологического раствора (без клеток). Для ви-
зуализации данных использовали гистограммы,
представляющие зависимость числа клеток от
интенсивности их флуоресценции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для получения культур E. coli, синтезирующих
turboGFP и turboRFP, использовали идентичные
плазмиды с соответствующими генами, находя-
щимися под контролем ИПТГ-регулируемого
промотора Т5 (кассеты PТ5(lacO)-turbogfp и PТ5(lacO)-
turborfp). Библиотеки независимых клонов, полу-
ченные после электротрансформации и культи-
вирования (без ИПТГ) в течение 24 ч, были окра-
шены соответственно в зеленый и розовый цвет
(рис. 1а), что облегчало визуальный контроль нали-
чия экспрессии. Вероятно, эта заметная базальная
экспрессия была связана с “протеканием” lacO
(сайта связывания лактозного репрессора, встроен-
ного в промотор Т5) и с повышенной копийностью
плазмиды, содержащей гены ФБ.

Визуальный контроль выявил различия в ста-
бильности экспрессии зеленого и красного бел-
ков ‒ как при первичном получении клонов, так и
при дальнейшем их пассировании (рис. 1, табл. 3).

Для клеток E. coli, содержащих ген белка turbo-
RFP, среди 3000 колоний окрашенных в розовый
цвет трансформантов обнаружено около 1.5% не-
окрашенных (рис. 1b), в то время как для turboGFP

Рис. 1. Колонии трансформантов E. coli с генами флуоресцентных белков. Анализ колоний проведен при освещении
дневным светом (а), в ультрафиолетовом свете (b) и в ультрафиолетовом свете при пересеве окрашенных колоний ис-
тощающим штрихом на ИПТГ-содержащую среду (c). 
Fig. 1. Colonies of E. coli transformants with f luorescent protein genes. Colony analysis was carried out under daylight illumina-
tion (a), under ultraviolet light (b), and under ultraviolet light when stained colonies were subcultured with a depletion streak onto
IPTG-containing medium (c).
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их было около 0.2%. Неокрашенные колонии воз-
никали и при дальнейших пассажах окрашенных
колоний на плотной среде, причем для культур с
красным белком этот эффект был выражен зна-
чительно сильнее (табл. 3). Присутствие в среде
ИПТГ, то есть повышение экспрессии целевых
генов, усиливало появление неокрашенных кло-
нов как с turboGFP, так и c turboRFP. Для обоих
культур размер неокрашенных колоний был суще-
ственно больше, чем окрашенных, что указывало
на повышенную скорость роста неокрашенных

культур (рис. 1с). При пассажах неокрашенных
колоний на твердой среде цвет не восстанавли-
вался. Кроме того, неокрашенные культуры не да-
вали детектируемого на спектрофотометре флуо-
ресцентного сигнала (рис. 2).

Быстрое накопление нефлуоресцирующих кло-
нов при повышенной экспрессии целевого продук-
та приводило к тому, что для таких культур невоз-
можно было получить воспроизводимые значения
FI. Оценка степени накопления нефлуоресциру-
ющих клонов на твердой среде осложнялась так-

Таблица 3. Особенности появления неокрашенных клонов при культивировании на плотной среде клеток E. co-
li, содержащих ген флуоресцентного белка 
Table 3. Peculiarities of the appearance of non-colored clones during cultivation of the fluorescent protein gene-containing
E. coli cells on solid medium

ФБ/условия индукции

Наличие неокрашенных клонов

при первичном получении 
трансформантов

при пассажах окрашенных плазмидных 
клонов штрихом

turboGFP/–ИПТГ Могут появляться, ~0.2% клонов Не появляются в течение 4‒5 пассажей

turboGFP/+ИПТГ Нет данных Могут появляться в течение 4‒5 пассажей 
(но эффект нестабилен)

turboRFP/‒ИПТГ Стабильно появляются, ~1.5% клонов Появляются в небольшом количестве в 
течение 4‒5 пассажей

turboRFP/+ИПТГ Нет данных Появляются в большом количестве уже на 
первом пассаже

Рис. 2. Влияние экспрессии генов флуоресцентных белков на скорость роста культуры E. coli. a ‒ Кривые роста клеток
E. coli, экспрессирующих гены ФБ, в условиях повышенной и пониженной индукции. b ‒ Интенсивность
флуоресценции (FI) клеток E. coli, экспрессирующих гены ФБ, после культивирования в течение 7 ч (первый пассаж).
Культуры без ФБ (неокрашенные клоны) – клоны, потерявшие флуоресценцию в ходе пассирования. 
Fig. 2. Effect of f luorescent protein (FP) gene expression on the growth rate of E. coli culture. a ‒ Growth curves of E. coli cells
expressing FP genes under conditions of increased and decreased induction. b ‒ Fluorescence of E. coli cells expressing FP genes
after cultivation for 7 h (the first passage). Cultures without FP (non-colored clones) are clones that lost f luorescence during pas-
saging.
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же тем, что у выросших за ночь при 37°С культур
окрашенность была не выражена, поэтому оха-
рактеризовать “чистоту” культуры было трудно.
Склонность культур трансформированных кле-
ток E. coli накапливать неокрашенные (нефлуо-
ресцирующие) клетки мы оценили методом про-
точной цитофлуориметрии. Для этого клетки
растили в жидкой среде в присутствии и отсут-
ствие ИПТГ. Окрашенные и “обесцветившиеся”
клоны E. coli, содержащие ген ФБ, растили в тече-
ние 3 пассажей (см. раздел “Условия эксперимен-
та”) и клетки из каждого пассажа анализировали
на цитофлуориметре (рис. 3).

В культурах клеток, содержащих гены ФБ и
культивируемых без ИПТГ, на всех пассажах
флуоресценция распределялась в одном пике ‒ с
разбросом в пределах двух порядков. Следует ска-
зать, что на планшетном ридере флуоресцентный
сигнал для таких суспензий был высоким ‒ порядка
(4‒10) × 103 у.е. (рис. 2b), ‒ поэтому правая часть
графиков, представленных на рис. 3, содержащая
такой пик, обозначена как зона флуоресцирую-
щих клеток. Левая часть, содержавшая аналогич-

ный пик клеток из неокрашенных клонов (флуо-
ресцентный сигнал отсутствует, см. рис. 2b), обо-
значена как зона нефлуоресцирующих клеток.

Присутствие в среде ИПТГ, то есть сверхэкс-
прессия целевого продукта, не изменяло характера
распределения turboGFP на первых двух пассажах.
Однако после третьего пассажа в культурах появ-
лялся второй пик, причем в зоне без флуоресцен-
ции. Возможно, это субпопуляция клеток, поте-
рявших флуоресценцию лишь частично.

Для культур с turboRFP присутствие ИПТГ
уже на первом пассаже приводило к появлению
клеток со сниженной флуоресценцией, а на вто-
ром пассаже клетки с высокой интенсивностью
флуоресценции практически исчезали, появля-
лись нефлуоресцирующие и оставались клетки с
промежуточной интенсивностью сигнала. Доля
последних визуально не снижалась и на третьем
пассаже.

Таким образом, при культивировании в услови-
ях сверхэкспресии генов ФБ заметная часть транс-
формированных клеток E. coli теряла способность
синтезировать целевой белок, что особенно на-

Рис. 3. Цитофлуориметрический анализ жидких культур E. coli, содержащих гены флуоресцентных белков. Верти-
кальная линия на каждой диаграмме условно разделяет зоны флуоресцирующих (Fl+) и нефлуоресцирующих клеток
(Fl–), как указано на верхней диаграмме первого пассажа. 
Fig. 3. Cytofluorimetric analysis of liquid cultures of E. coli containing fluorescent protein genes. The vertical line in each dia-
gram conditionally separates the zones of f luorescent (Fl+) and non-fluorescent cells (Fl–), as indicated in the upper diagram
for the first passage.
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глядно продемонстрировано цитофлуориметри-
ческим анализом клеток, выросших на жидкой
среде. Важно заметить, что культура E. coli, экс-
прессирующая turboGFP, была более стабильна,
чем экспрессирующая turboRFP.

В культурах, выглядевших неокрашенными на
чашках (рис. 1), с недетектируемой флуоресцен-
цией (рис. 2b) проанализировано наличие целе-
вых продуктов: turboGFP и turboRFP (рис. 4).
Оказалось, что ФБ в таких клетках ‒ как в нераство-
римой, так и в растворимой фракции ‒ визуально
не детектировались (рис. 4, дорожки 6, 7 и 12, 13).

Как видно из данных, представленных на рис. 4,
полная потеря флуоресценции у трансформиро-
ванных клеток E. coli обусловлена отсутствием
экспрессии целевых продуктов ‒ зеленого и крас-
ного ФБ. Логично предположить, что это резуль-
тат мутаций, произошедших в плазмидной ДНК,
содержащей экспрессионную кассету. Для выяс-
нения характера предполагаемых изменений бы-
ли проанализированы плазмиды, выделенные из
неокрашенных клонов. По результатам рестрик-
ционного профилирования эти плазмиды не

отличались от использованных для трансформа-
ции клеток (данные не приведены). Секвенирова-
ние экспрессионной кассеты PТ5(lacO)-turborfp из 4
независимых нефлуоресцирующих клонов вы-
явило точечные мутации и микроделеции в гене
turborfp, приводящие к сдвигу рамки считывания.
Очевидно, именно эти мутации стали причиной
потери флуоресценции клетками.

Достаточно высокая частота появления мутант-
ных клонов, потерявших или снизивших экспрес-
сию ФБ, указывает на то, что эти белки обладают
определенной токсичностью для E. coli. Для оценки
этого параметра мы проанализировали влияние
экспрессии генов изучаемых ФБ на скорость роста
клеток-продуцентов в жидких культурах в присут-
ствии и в отсутствие в ИПТГ, то есть при разной ин-
тенсивности синтеза turboGFP и turboRFP. Культу-
ры растили в течение одного 7-часового пассажа,
для сравнения использовали неокрашенные куль-
туры (рис. 2).

Оказалось, что без ИПТГ замедляется только рост
культуры, экспрессирующей ген белка turboRFP
(рис. 2a). В присутствии ИПТГ скорость роста

Рис. 4. Электрофорез бесклеточных экстрактов культур E. coli, экспрессирующих флуоресцентные белки (Fl+) и по-
терявших флуоресценцию (Fl–). На трек 1 нанесен маркер молекулярной массы белков Spectra Multicolor Broad Range
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Пояснения остальных дорожек с опытными растворами приведены над изоб-
ражениями гелей, в том числе условия культивирования (с индукцией или без: +ИПТГ и ‒ИПТГ соответственно) и
обозначения фракций, полученных в результате центрифугирования клеточного лизата (Н – нерастворимая фракция,
Р – растворимая фракция). Положение белков turboGFP и turboRFP отмечено соответственно зелеными и красными
стрелками. Приведена типичная электрофореграмма. 
Fig. 4. Electrophoresis of cell-free extracts of E. coli cultures expressing f luorescent proteins (Fl+) and those that have lost f luo-
rescence (Fl‒). Track 1 contains a Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder molecular weight marker (Thermo Fisher
Scientific). Explanations of the other lanes with experimental solutions are given above the images of the gels, including the cul-
tivation conditions (with or without induction: +IPTG and –IPTG, respectively) and designations of fractions obtained by cen-
trifugation of the cell lysate (I – insoluble fraction, S – soluble fraction). The positions of turboGFP and turboRFP proteins are
indicated by green and red arrows, respectively. A typical electropherogram is shown.
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культур, экспрессирующих исследуемые белки,
снижалась, при этом в большей степени в клетках с
геном turborfp (рис. 2a). Влияние экспрессии гена
turbogfp в присутствии ИПТГ было сходно с тако-
вым для клеток с геном turborfp в отсутствие ИПТГ.
Значения интенсивности флуоресценции клеток,
отражающие количество ФБ в точке 7 ч культиви-
рования, представлены на рис. 2b.

На основании полученных результатов можно
сделать вывод, что синтез turboGFP и turboRFP
негативно влияет на физиологию E. coli, снижая
скорость роста культуры. Обнаруженное накопле-
ние клонов, потерявших или снизивших экспрес-
сию изучаемых генов, видимо, является следствием
этого негативного влияния. Мы считаем, что раз-
ница в эффекте появления нефлуоресцирующих
клонов зависит не от того, какой именно ФБ (из
двух исследованных) синтезируется в клетке, а от
его количества (табл. 4).

При пассировании культур такие клоны вос-
производимо возникали уже при продукции ФБ,
достигающей “среднего” уровня (табл. 4). Цито-
флуориметрия при указанных уровнях продук-
ции не выявляла такие клоны стабильно (рис. 3),
что, вероятно, связано с небольшой их долей в
популяции, полученной после 3 пассажей.

При относительно невысоком уровне продук-
ции turboGFP (табл. 4) экспрессия была стабиль-
ной и клоны, потерявшие экспрессию, не обнару-
жены. Для turboRFP данных по сравнимому уров-
ню продукции не получено, так как содержание
этого белка, при одинаковых условиях экспрес-
сии, было выше, чем turboGFP (рис. 4).

На основании полученных данных можно сфор-
мулировать практические рекомендации по грани-
цам применимости в клетках E. coli исследованных
ФБ в качестве репортеров для количественной
оценки активности промоторов. Мы считаем, что,
независимо от характеристик используемой экс-
прессионной системы (копийность кассеты, ак-
тивность промотора), верхняя граница определя-
ется количеством синтезируемого ФБ ‒ пример-
ное содержание указано в строке 1 табл. 4. Мы
оцениваем такое количество как “малое”. Дости-
гаемые сегодня уровни суперпродукции различ-
ных целевых белков в E. coli [17‒20] существенно
выше, чем приведенные нами. Это обусловлено ис-
пользованием высокоактивных промоторов, что
необходимо для реализации задач биотехноло-
гии. Однако для таких процессов, как сверхэкс-
прессия генов биосинтеза метаболитов, выявлен-
ный нами хотя и невысокий, но в то же время без-

Таблица 4. Корреляция между содержанием флуоресцентного белка в клетке и появлением нефлуоресцирую-
щих клонов в культуре 
Table 4. Correlation between the content of f luorescent protein in a cell and the appearance of non-fluorescent clones in
culture

Примечание: a Изображения белковых полос воспроизведены с рис. 4; b рост на жидкой среде; cрост на плотной среде. 
Note: a Images of protein bands are reproduced from Fig. 4; b growth on liquid medium; cgrowth on solid medium.

ФБ/условия роста ЭФ в SDS-ПААГa
Нефлуоресцирующие клоны

цитофлуориметрияb визуальный анализc

1 GFP/‒ИПТГ “Малое” количество Не выявлены после 3 пас-
сажей

Появляются при первичном получе-
нии плазмидных клонов (~0.2%) и 
при дальнейших пассажах штрихом

2
GFP/+ИПТГ

RFP/‒ИПТГ

“Cреднее” количество Появляется небольшая 
доля (нестабильно от 
опыта к опыту)

Стабильно появляются в неболь-
шом количестве при пассажах

3 RFP/+ИПТГ “Большое” количество Значительная доля после 
одного пассажа

Стабильно преобладают при пасса-
жах
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опасный уровень синтеза репортера может быть
достаточен. Для создания же промышленных “био-
катализаторов” экспрессии генов требуются суще-
ственно более высокие уровни продукции целе-
вого белка (например, см. работу [21]). Для безо-
пасной работы с промоторами со сравнимой или
более высокой транскрипционной активностью,
чем у использованного нами, можно применять бо-
лее низкую копийность экспрессионной кассеты с
геном ФБ (например, низко/однокопийные плаз-
миды или одну копию в хромосоме) и снижение эф-
фективности инициации трансляции мРНК целе-
вого белка (неоптимальные рибосомсвязываю-
щие сайты и стартовые кодоны).

Нижняя граница применимости определяется
возможностью отличить уровень флуоресценции,
связанный с репортером, от собственной флуорес-
ценции клеток. При измерении на спектрофото-
метре собственная флуоресценция клеток как в
зеленом, так и в красном каналах не превышала
5 единицы. Достигнутые уровни флуоресцен-
ции (порядка 103 у.е., рис. 2) позволяют измерять
активность промоторов в диапазоне 2‒3 поряд-
ков слабее, чем использованный промотор Т5.

Отдельного анализа требует вопрос использо-
вания исследуемых репортеров для цитофлуори-
метрической сортировки клеток бактерий после
лабораторной эволюции промоторов: например,
после ненаправленного внесения мутаций в целе-
вые промоторы. Разброс измеряемых на цитофлуо-
риметре сигналов флуоресценции отдельных кле-
ток превышал порядок (рис. 3), что согласуется с
данными других авторов [5]). Следовательно, для
суспензий клеток, флуоресценция которых разли-
чалась в 5 раз на спектрофотометре (рис. 2), графи-
ки распределения флуоресценции, полученные на
цитофлуориметре (рис. 3), будут существенно пе-
рекрываться. В силу этого, по нашему мнению,
после ненаправленного внесения мутаций воз-
можна эффективная сортировка вариантов, отли-
чающихся от среднего исходной популяции не
менее, чем на порядок. Дополнительно нужно от-
метить, что нам не удалось найти в литературе об-
суждения причин такого большого разброса по
интенсивности флуоресценции отдельных кле-
ток. Из общих соображений понятно, что это мо-
жет быть связано как с несовершенством измере-
ния, так и с естественными различиями в содер-
жании ФБ в индивидуальных клетках.

Несколько слов о цитотоксичности исследо-
ванных нами ФБ. Мы полагаем, что наиболее ве-
роятной причиной их токсического действия на
клетки может быть окислительный стресс. Дело в
том, что при “созревании” активного центра ФБ,
то есть хромофора, генерируется пероксид водо-
рода. Фототоксичность, то есть генерация актив-
ных форм кислорода при освещении, не могла иг-
рать значительной роли, так как культуры расти-

ли в темноте. Как и другие авторы [6, 9], мы
обнаружили различный уровень цитотоксично-
сти исследованных нами белков. Это различие
может быть связано как с различным их содержа-
нием в клетках (рис. 4), так и с разным уровнем
пероксида водорода, генерируемого зелеными и
красными ФБ: красные хромофоры претерпева-
ют две стадии окисления с выходом двух молекул
H2O2 на хромофор, в то время как зеленые хромо-
форы индуцируют образование только одной мо-
лекулы [11]. Развивая вышеприведенные сообра-
жения, приходим к заключению, что возможным
способом преодоления цитотоксичности при
сверхэкспрессии ФБ может быть удаление излиш-
ков образовавшейся перекиси водорода, напри-
мер путем дополнительной экспрессии гена ката-
лазы или других пероксидаз.

В работе охарактеризованы особенности ис-
пользования генов белков turboGFP и turboRFP
как репортеров для оценки активности промото-
ров в E. coli. Показано, что оба белка обладают срав-
нимой степенью цитотоксичности, которая при их
сверхэкспрессии приводит к существенной задерж-
ке роста клеток продуцента и быстрому накопле-
нию клонов, не синтезирующих целевой продукт.
Практическим результатом проведенного нами ис-
следования можно считать рекомендации по “безо-
пасной” для E. coli работе с изученными флуорес-
центными белками: определены уровни их экс-
прессии, при которых токсический эффект на
клетки минимален или вообще отсутствует. Так-
же даны рекомендации по возможности исполь-
зования этих флуоресцентных белков при исследо-
вании высокоактивных промоторов. Актуальность
выполненной нами работы обусловлена тем, что
флуоресцентные белки ‒ популярные репортеры, а
бактерии E. coli ‒ наиболее широко используе-
мые в биотехнологии модельные и промышлен-
ные микроорганизмы.
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Fluorescence Reporters turboGFP and turboRFP 
for Promoter Evaluation in Escherichia coli: Possibilities and Limitations

K. V. Lavrova, #, E. G. Grechishnikovaa, A. O. Shemyakinaa, 
A. H. Bernal Mungarroa, M. S. Potapovaa, D. D. Derbikova, and A. S. Yanenkoa

aKurchatov Genome Center of the National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
#e-mail: lavrov.ko@gmail.com

Abstract—Fluorescent proteins are convenient reporters widely used in cell biology. However, today there is
insufficient information on the possibilities and limitations of their use for the development and optimization
of expression cassettes in the design of bacterial producers for biotechnology. Here, the features of overex-
pression of genes of green (turboGFP) and red (turboRFP) fluorescent proteins in Escherichia coli under the
control of the IPTG-regulated phage promoter T5 were investigated. Both proteins were synthesized mainly
in soluble form and exibited significant cytotoxicity. In the presence of IPTG in the culture, overexpression
of the turboGFP or turboRFP led to a delay in culture growth and the accumulation of clones that did not
synthesize these proteins. Under the same cultivation conditions, the accumulation of such clones was more
pronounced for turboRFP than for turboGFP. At a reduced expression level (in the absence of IPTG), these
effects diminished (for turboRFP) or did not appear at all (for turboGFP). Possible reasons for the cytotox-
icity of the studied proteins for E. coli cells were discussed. Practical recommendations for using the genes of
investigated proteins as reporters in the development of expression cassettes were proposed. In particular, the
level of production of the investigated proteins, at which no negative effects were observed, was determined,
and the possibilities and limitations of the cytofluorimetric cell sorting method in the development of strains-
producers were indicated.

Keywords: Escherichia coli, f luorescent protein, cytotoxicity, cytofluorimetry, gene expression, reporters
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