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Железосодержащий белок нейроглобин (Ngb), участвующий в транспорте кислорода, считается пред-
шественником всех глобиновых белков животных. В настоящей работе изучена структура Ngb холодно-
водной губки Halisarca dujardinii. У губок, древнейших многоклеточных организмов, ген Ngb содержит
три интрона, и его промотор в отличие от Ngb человека содержит TATA-бокс, а не CG-богатые участки.
Белок Ngb H. dujardinii состоит из 169 аминокислотных остатков, имеет относительно низкое сходство с
ортологами у млекопитающих и не содержит консервативных остатков Glu и Arg, необходимых для
предотвращения апоптоза, вызванного гипоксией. При этом имеются проксимальные и дистальные
консервативные гем-связывающие остатки гистидина. Первичная структура нейроглобина H. dujardinii,
предсказанная секвенированием мРНК, подтверждена масс-спектрометрией рекомбинантного Ngb,
экспрессированного в клетках Escherichia coli. Высокий уровень экспрессии Ngb в тканях губки указыва-
ет на его участие в газообмене и, возможно, в других метаболических процессах.
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Нейроглобин (Ngb) – железосодержащий ге-
мопротеин, участвующий в транспорте кислоро-
да. Впервые нейроглобин обнаружили в 2000 году
в нервной системе позвоночных [1]. Оказалось,
что этот белок способен обратимо связывать кис-
лород и участвовать в его транспорте. Сродство
Ngb позвоночных к кислороду выше, чем у гемо-
глобина, однако его содержание в мозге мало и
поэтому значение в транспорте кислорода неве-
лико. Предполагается, что Ngb человека может
участвовать в защите мозга от повреждений в
условиях гипоксии или ишемии [2], связывании
свободных радикалов [3], защите от апоптоза [4],
регуляции нитритредуктазы [5] и обмене кисло-
рода в сетчатке [6]. Определена пространственная
структура нейроглобина человека [7] и мыши [8].

Ранее Ngb считали белком, характерным для
позвоночных. Однако за последнее десятилетие
Ngb обнаружили у различных многоклеточных

животных, в том числе у губок (Amphimedon
queenslandica и Carterospongia foliascens) [9]. При-
мерный возраст Ngb, который считается возмож-
ным предшественником всех глобиновых белков
животных [9], составляет 550 млн лет [10], т.е. это
древний белок, функции которого могли сильно
меняться на протяжении эволюции [11].

Губки (Porifera) – одни из древнейших много-
клеточных организмов. Изучение белков губок,
интересное с эволюционной точки зрения, помо-
гает узнать как функционировали клетки первых
многоклеточных. С использованием секвениро-
вания ДНК и РНК нами изучена структура гена
нейроглобина холодноводной морской губки
Halisarca dujardinii. Получен также рекомбинант-
ный белок Ngb H. dujardinii, предсказанная ами-
нокислотная последовательность которого под-
тверждена с помощью спектрометрического и
хромато-масс-спектрометрического анализа.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы губок. Образцы губок H. dujardinii со-
браны на Беломорской биологической станции
МГУ в ноябре 2017 г (66°34′ N 33°08′ E).

Выделение РНК, конструирование библиотек
кДНК и секвенирование. РНК выделяли с исполь-
зованием TRI Reagent (“Molecular Research Cen-
ter, Inc.”, США), обрабатывали ДНКазой I (“Am-
bion”, США) и очищали с помощью Ribo-zero rRNA
Removal Kit (Human/Mouse/Rat) (“Illumina”,
США). Фрагменты кДНК для библиотек получа-
ли с использованием NEBNext® Ultra™ II Direc-
tional RNA Library Prep Kit для Illumina® (“New En-
gland Biolabs”, США), проверяли, используя Agilent
2100 DNA High Sensitivity Kit, и секвенировали на
Illumina Hiseq2500 с парноконцевыми чтениями
длиной 125 п.н. мРНК для одноконцевых прочте-
ний длиной 50 п.н. выделяли из суммарной РНК с
помощью NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isola-
tion Module (“New England Biolabs”). Далее прово-
дили конструирование библиотек кДНК и их се-
квенирование на приборе Illumina Hiseq2500.

Сборка транскриптома и анализ дифференци-
альной экспрессии. На основе парноконцевых
прочтений проводили сборку транскриптома
de novo с помощью программы Trinity v.2.8.4 [12]. По
собранным транскриптам с помощью TransDecoder
v.5.5 проводили предсказание белковых продуктов.
Гомологи нейроглобина искали с помощью про-
грамм Blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
и Exonerate (https://www.ebi.ac.uk/about/vertebrate-
genomics/software/exonerate). Выравнивание ами-
нокислотных последовательностей нейроглобина
H. dujardinii и нейроглобинов других организмов
проводили в программе Jalview 2.11.0. Последова-
тельности для выравнивания брали из базы Gen-
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Од-
ноконцевые прочтения (в двух повторах) для губ-
ки и диссоциированных клеток картировали на
транскриптомную сборку. Уровень экспрессии
генов рассчитывали после удаления генов с низ-
кой экспрессией с помощью программы edgeR
[13]. Использовали коррекцию значений M (усе-
ченное среднее ‒ trimmed mean TMM) и опреде-
ляли количество прочтений на миллион (CPM).

RACE-анализ. Полноразмерную кДНК нейро-
глобина H. dujardinii, фланкированную адаптер-
ными последовательностями, получали по техно-
логии Mint с использованием набора Mint RACE
cDNA amplification set (“Евроген”, Россия) [14].
Первую цепь кДНК использовали в ПЦР (Step-

Out PCR) [15] со специфическим праймером и
набором Step-Out primer mix (“Евроген”). Полу-
ченный ПЦР-продукт клонировали в плазмиду
pAL2-T (“Евроген”) и секвенировали.

Секвенирование ДНК. ДНК выделяли из образ-
цов H. dujardinii. Геномные библиотеки готовили с
помощью NebNext UltraDirectional II kit (NEB) и се-
квенировали на платформе Illumina Hiseq 4000.

Получение белка. ПЦР-фрагмент получали на
матрице кДНК Ngb с праймерами, специфичны-
ми к кодирующей последовательности (5'-atgtc-
ccaagacaactcagtg-3' и 5'-ttactccaaattgatgggctct-3').
ПЦР-фрагмент клонировали в плазмиду pET32v9,
обработанную рестриктазами BamHI и XhoI, и
трансформировали полученной плазмидой клет-
ки E. coli штамм BL21. Белок Ngb H. dujardinii экс-
прессировали и выделяли с использованием
хроматографии на Ni-NTA-агарозе (pET System
Manual, “Novagen,” Великобритания), как опи-
сано ранее [16].

Регистрация спектра. Cпектры белка реги-
стрировали на спектрофотометре U-2800A Hita-
chi (Япония). Раствор нейроглобина (500 мкл,
0.25 мг/мл) в 20 мМ Трис-HCl-буфере рН 7.4, со-
держащем 100 мМ NaCl, 1 мМ дитиотреитол, по-
мещали в кварцевую кювету и регистрировали из-
менение оптической плотности раствора в диапа-
зоне длин волн 200‒500 нм. В качестве раствора
сравнения использовали тот же буфер.

Масс-спектрометрия. Спектры белка, обрабо-
танного трипсином, получены с помощью время-
пролетной масс-спектрометрии с матрично-ак-
тивированной лазерной десорбцией/ионизацией
(MALDI/TOF) на спектрометре Ultraflextreme
BRUKER (Германия). Идентификацию белков
проводили с помощью программного обеспече-
ния Mascot (www.matrixscience.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В сборке транскриптома губки H. dujardinii

идентифицированы несколько последовательно-
стей мРНК Ngb разной длины. 5'-Область мРНК
гена Ngb клонирована и секвенирована при по-
мощи RACE-анализа. Полученная полная нук-
леотидная последовательность РНК депониро-
вана в GenBank (идентификационный номер
MK520984) и выровнена на черновой сборке ге-
нома (idbras.ru/lab/files33/file62.zip, неопубли-
кованные данные) (рис. 1а). В отличие от промо-
торной области гена Ngb млекопитающих, содер-

Рис. 1. Структура нейроглобина губки H. dujardinii. а ‒ Структура гена Ngb. TATA-бокс и Inr обведены рамками. Ин-
троны показаны пунктирной линией. б ‒ Выравнивание аминокислотных последовательностей белков Ngb человека
(HS), губок H. dujardinii (HD) и A. queenslandica (AQ). Идентификационные номера последовательностей, депониро-
ванных в GenBank ‒ NP_067080.1, MK520984 и XP_003387899.1 соответственно. Белыми стрелками обозначены кон-
сервативные остатки гистидина, звездочками – аминокислоты, участвующие в защите клеток позвоночных от апо-
птоза в условиях гипоксии. в ‒ Аминокислотная последовательность белка и пептиды, определенные с помощью
масс-спектрометрии (серые линии). г ‒ Спектр поглощения белка Ngb.
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жащей два GC-бокса [17], в промоторной области
Ngb H. dujardinii в положении –30 от старта тран-
скрипции находится TATA-бокс [18]. В положе-
нии -1 от начала транскрипции находится оста-
ток цитозина, а в положении +1 – аденина. Они
фланкированы пиримидиновыми нуклеотидами,
что соответствует мотиву инициации транскрип-
ции (Inr) [18]. В промоторной области гена ней-
роглобина губки A. queenslandica (GenBank, иден-
тификационный номер NW_003546451.1) нахо-
дится также АТ-богатая последовательность,
похожая на TATA-бокс, но не найден мотив Inr.
Структура промоторной области гена Ngb указы-
вает на то, что в инициации его транскрипции
должны принимать участие ТАТА-связывающий
белок (TBP) и факторы транскрипции TFIIA,
TFIID, TFIIE, TFIIF и TFIIH. В отличие от губок,
промоторная область гена нейроглобина млеко-
питающих не содержит ТАТА-бокс ‒ древний
промоторный мотив эукариот. Последовательно-
сти, сходные с ТАТА-боксом, найдены даже у
протистов, тогда как у позвоночных ТАТА-бокс
распространен не столь широко. Ген Ngb H. dujar-
dinii содержит три интрона, что соответствует
структуре генов Ngb других организмов [19]. В
3'-области гена находится длинная (4330 п.н.) не-
транслируемая область. Нуклеотидная последова-
тельность гена Ngb губки сильно отличается от Ngb
млекопитающих и губки A. queenslandica (ген Ngb
H. dujardinii более чем в 2 раза длиннее гена Ngb
A. queenslandica в основном за счет более протяжен-
ных интронов). Молекула нейроглобина состоит из
169 аминокислотных остатков, что на 18 больше,
чем у Ngb человека и мыши (151 аминокислотный
остаток). Значение идентичности (identity) ами-
нокислотных последовательностей белков Ngb
H. dujardinii и A. queenslandica (XP_003387899.1) рав-
но 39%. При сравнении с Ngb других беспозво-
ночных и позвоночных значение идентичности
составляло около 30%. При этом идентичность
аминокислотной последовательности Ngb чело-
века и мыши достигает 94%, что выше, чем между
ортологами гемоглобина и миоглобина, а также
многих других белков у этих видов [1]. Белок Ngb

H. dujardinii, несмотря на низкую консерватив-
ность его аминокислотной последовательности,
содержит проксимальный и дистальный остатки
гистидина, необходимые для связывания гема
(рис. 1б). В Ngb H. dujardinii не найдены консерва-
тивные остатки глутамата (Glu) и аргинина (Arg),
необходимые для защиты клеток позвоночных от
апоптоза (программированной клеточной гибе-
ли) в условиях гипоксии [11].

С целью изучения свойств нейроглобина губки
H. dujardinii мы получили конструкции для про-
дукции белка Ngb в клетках E. coli. Белок был вы-
делен и очищен, а его последовательность, пред-
сказанная по результатам секвенирования мРНК
и генома, подтверждена с помощью масс-спек-
трометрии (рис. 1в). В спектре поглощения ней-
роглобина H. dujardinii обнаружен пик при 412 нм
(рис. 1г), что соответствует спектру гемсодержа-
щего белка. Эти результаты подтверждают, что
полученный белок H. dujardinii является нейро-
глобином. В дальнейшем мы планируем исследо-
вать его свойства и определить пространственную
структуру.

Поиск других генов глобинов в сборке тран-
скриптома H. dujardinii привел к обнаружению ге-
на андроглобина (ADGB), представленного в ге-
номе многих беспозвоночных, в том числе губки
A. queenslandica. Экспрессия андроглобина в ин-
тактной губке и в клеточной суспензии была в
2 раза ниже, чем у Ngb (табл. 1).

Относительно более высокая, по сравнению с
ADGB, экспрессия Ngb говорит о его более значи-
тельном вкладе в газообмен и, возможно, в другие
метаболические процессы у H. dujardinii.

Исследования проведены с использованием
оборудования ЦКП ИБР РАН. Хромато-масс-
спектрометрический анализ выполнен на обору-
довании ЦКП ИБХФ РАН “Новые материалы и
технологии”.

Работа поддержана Российским фондом фунда-
ментальных исследований (грант № 19-34-50002) и
государственным заданием ИБР РАН.

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам этики.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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STRUCTURE OF NEUROGLOBIN FROM COLD-WATER SPONGE
Halisarca dujardinii
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The iron-containing protein (Ngb) involved in the transport of oxygen is generally considered as a precursor
of all animal globins. In this report, we characterized the Ngb protein of the cold-water sponge Halisarca du-
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jardinii. In sponges, the oldest multicellular organisms, the Ngb gene contains three introns. In contrast to
human Ngb, its promoter contains a TATA-box, rather than the CG-rich motifs. In sponges, Ngb protein
consists of 169 amino acids showing rather low identity with its mammalian orthologues. It lacks Glu and Arg
residues in positions required for prevention of the hypoxia-related apoptosis. Nevertheless, Ngb contains
both proximal and distal conserved heme-biding histidines. The primary structure of H. dujardinii neuroglo-
bin predicted by sequencing was confirmed by the mass-spectrometry analysis of the recombinant Ngb ex-
pressed in E. coli. High level of Ngb expression in sponge tissues suggests its possible involvement into the gas
metabolism and presumably in other key metabolic processes in H. dujardinii.

Keyword: neuroglobin, Halisarca dujardinii, gene structure
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