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ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА БЕЗМЕТИОНИНОВОГО ВАРИАНТА 
ТЕРМОСТАБИЛЬНОГО ШАПЕРОНА GroEL ИЗ Thermus thermophilus
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Шаперон GroEL является объектом интенсивных исследований как с точки зрения его устройства
и функционирования при сворачивании белков в клетке, так и возможностей использования в со-
здаваемых системах экспрессии для получения рекомбинантных белков в растворимых формах. Со-
здан вариант шаперона GroEL из Thermus thermophilus, в котором все остатки метионина заменены
на остатки лейцина. Полученный вариант шаперона был очищен до гомогенного состояния. Изме-
ненный GroEL полностью сохранял четвертичную структуру, присущую исходному шаперону, в
виде частицы из двойного гептамера, а также сохранял исходную термостабильность. Полученный
вариант шаперона интересен не только с точки зрения структурной организации GroEL, но и может
быть эффективно использован в качестве белка-носителя при получении целевых рекомбинантных
белков. Замена остатков метионина в белке-носителе позволяет существенно упростить последую-
щие процедуры очистки целевых полипептидов.

Ключевые слова: шапероны, GroEL, сворачивание, фолдинг, аминокислотные замены в белках
DOI: 10.1134/S0555109919020156

При экспрессии рекомбинантных белков и
полипептидов в бактериальной системе иссле-
дователи часто сталкиваются с низким уровнем
их экспрессии и/или агрегацией. Это может
быть обусловлено различными причинами, как,
например, лабильностью полипептидов, их гид-
рофобностью, неправильным сворачиванием
белков в чужеродном организме или отсутстви-
ем гликозилирования. Одним из подходов к ре-
шению подобных проблем является создание
слитых белков, где в качестве белка-лидера ис-
пользуется растворимый нетоксичный белок с
высоким уровнем экспрессии, способный ста-
билизировать целевой белок. В качестве лидеров
наиболее широко применяются тиоредоксин,
мальтоза-связывающий белок и глутатионтранс-
фераза, которые в некоторых случаях помогали
значительно повысить уровень экспрессии
и/или растворимость целевого белка в составе
конструкта [1–4]. Кроме перечисленных, разра-
ботаны и в некоторых случаях применяются и
другие белки-лидеры, однако лидера, способно-
го стабилизировать любые целевые белки, не су-
ществует, что объясняется, очевидно, разнооб-
разием самих целевых белков. С точки зрения

универсальности наибольшим потенциалом об-
ладают, вероятно, шапероны, поскольку их нор-
мальной функцией в клетке является ассистиро-
вание в сворачивании и стабилизация различ-
ных клеточных белков [5]. Кроме того, шаперон
GroEL у большинства организмов имеет слож-
ную четвертичную структуру, состоящую из двух
колец по семь мономеров в каждом; субстрат-
связывающая поверхность GroEL обращена
внутрь образовавшейся полости, поэтому суб-
страт, связанный с GroEL, экранирован от цито-
плазмы клетки [6]. Эти свойства GroEL пред-
ставляются очень привлекательными при ис-
пользовании его в качестве белка-лидера для
экспрессии, например, лабильных полипепти-
дов, или токсичных для бактериальной клетки.
По окончании экспрессии слитого белка целе-
вой полипептид бывает необходимо отделить от
лидера, что удобно делать с помощью химиче-
ской обработки, например, бромцианом, кото-
рый расщепляет остатки метионина.

Цель работы – получение и изучение свойств
шаперона GroEL из термостабильного организ-
ма, у которого все остатки метионина заменены
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на остатки лейцина для использования такой
формы GroEL в качестве белка-носителя.

МЕТОДИКА
Создание гена GroEL Thermus thermophilus с за-

меной кодонов, кодирующих метионин, на кодоны,
кодирующие лейцин. Получение экспрессирующей
плазмиды. Аминокислотная последовательность
GroEL из T. thermophilus содержит 6 остатков мети-
онина, помимо инициаторного [6]. Кодирующие
их триплеты были заменены на триплеты, кодиру-
ющие остатки лейцина, с помощью ПЦР с исполь-
зованием следующих пар праймеров (праймеры
синтезированы компанией “Евроген”, Россия):

TT-1 lo: 5'CCACCTTCTCCAGGGCGTCGG-
CAATCAGCTTG3',

TT-1 up: 5'GATTGCCGACGCCCTGGAGAAG-
GTGGGGAAGG3';

TT-2 lo: 5'AGGACCGCTTCCAGCGTCTCGG-
GGTTGGTGAC3',

TT-2 up: 5'CAACCCCGAGACGCTGGAAGC-
GGTCCTCGAGG3';

TT-3 lo: 5'TGTCCTTGAGCAGCTCCTTCCT-
GCGGTCACCGAAG3',

TT-3 up: 5'ACCGCAGGAAGGAGCTGCTCAAG-
GACATCGCGG3';

TT-4 lo: 5'CCGGCCCAGCAGGGAGAGGGT-
GGCGTTCTC3',

TT-4 up: 5'GCCACCCTCTCCCTGCTGGGC-
CGGGCCGAG3';

TT-5 lo: 5'CGCCTCCACCAGGTCCACGAACTC-
CCCGGTG3',

TT-5 up: 5'GGAGTTCGTGGACCTGGTGGAG-
GCGGGCATCG3'.

Далее, с помощью PCR со следующими
праймерами (синтезированы в “Евроген”, Рос-
сия): прямой праймер TT-f-NdeI: 5'GGGAATTC-
CATATGGCGAAGATCCTGGTGTTTGACG3' и об-
ратный праймер TT-r-BglII no Met 5'GGA-
AGATCTTTAGAAATCCAGGTCCCCGGCGC3' был
получен ген безметионинового GroEL, заканчива-
ющийся стоп-кодоном TAA (стоп-кодон выделен
курсивом) и ограниченный рестрикционными сай-
тами для NdeI на 5'-конце и для BglII на 3'-конце
(сайты выделены подчеркиванием). В качестве
матрицы был использован геном T. thermophilus,
полученный методом фенол-хлороформной де-
протеинизации из клеток микроорганизма. По-
лученный таким образом фрагмент был рестрици-
рован NdeI и BglII (“Fermentas”, Литва) согласно
протоколу производителя и клонирован в экс-
прессионный вектор рЕТ11с (“Novagen”, Герма-
ния), в результате чего была получена экспресси-
онная плазмида pGroEL.

Клонирование GroES и создание бицистронной
экспрессионной плазмиды. GroES из T. thermophilus

был получен с помощью ПЦР с использованием
прямого праймера (синтезированы в “Евроген”,
Россия) f-NcoI 5'CATGCCATGGCCGCGGAG-
GTGAAGACG3' и обратного праймера (также
“Евроген”, Россия) r-NotI 5'TTTTCCTTTTGCGG-
CCGCTTACTGCAGGACCGCAAGCAGGTCG3',
содержащих, соответственно, рестрикционные
сайты NcoI и NotI (сайты выделены подчеркива-
нием). В качестве матрицы был использован ге-
ном T. thermophilus, полученный методом фе-
нол-хлороформной депротеинизации из клеток
микроорганизма. Аминокислотная последова-
тельность GroES из T. thermophilus не содержала
остатков метионина [6].

Фрагмент GroEL, не содержащий кодирующих
метионин кодонов, полученный на предыдущем
этапе, был рестрицирован NdeI и BglII (“Fermen-
tas”, Литва) согласно протоколу производителя и
клонирован во второй полилинкер бицистронного
экспрессионного вектора pET Duet (“Novagen”,
Германия). Фрагмент GroES был рестрицирован
NcoI и NotI и клонирован в первый полилинкер
бицистронного экспрессионного вектора pET Duet.
В результате была получена бицистронная экс-
прессионная плазмида pGroEL/ES.

Экспрессия белков. Экспрессию модифициро-
ванного варианта GroEL проводили в экспресси-
онном штамме E.coli BL21(DE3). Ca2+-компе-
тентные клетки были трансформированы плаз-
мидой pGroEL либо pGroEL/ES согласно
общепринятой методике [7]. Клетки выращива-
ли в жидкой среде LB с добавлением ампицил-
лина (конечная концентрация 100 мкг/мл) при
37°С и интенсивной аэрации на качалке. По до-
стижении клетками оптической плотности OD600
0.4 индукцию начинали добавлением изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозида ( ИПТГ ) в конеч-
ной концентрации 0.4 мМ. Экспрессию проводи-
ли при 37°С в течение 3 ч при интенсивной аэрации,
после чего клетки собирали с помощью центрифу-
гирования при 4°С и 4000 g в течение 15 мин.

Выделение и очистка. Полученную биомассу ли-
зировали под действием ультразвука в фосфатно-
солевом буфере (10 мМ KH2PO4, рН 7.4, 140 мМ
NaCl) в присутствии 1 мМ AEBSF (4-(2-aminoeth-
yl)benzenesulfonyl f luoride hydrochloride). Раство-
римые белки отделяли от клеточного дебриса с
помощью центрифугирования при 14000 g в тече-
ние 15 мин при 4°С. Затем фракцию растворимых
белков инкубировали при 62°С в течение 5 мин на
водяной бане при постоянном перемешивании и
снова центрифугировали в том же режиме, чтобы
отделить агрегировавшие клеточные белки. Тер-
мостабильный комплекс GroEL/ES при этом оста-
вался во фракции растворимых белков. Дальней-
шую очистку проводили на колонке 10 × 300 мм
(Tricorn, “GE Healthcare”, США) на носителе се-
факрил S-400 в фосфатно-солевом буфере (10 мМ
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KH2PO4 рН 7.4, 140 мМ NaCl). Полученные фрак-
ции исследовали с помощью электрофореза в по-
лиакриламидном геле в денатурирующих услови-
ях. Фракции, содержащие гомогенный комплекс
GroEL/ES, объединяли и использовали для экс-
периментов по проверке функциональности.

Гель-фильтрация. Аналитическая гель-филь-
трация для оценки олигомерного состояния по-
лученного белка или комплекса проводилась на
колонке 10 × 300 мм (Tricorn, “GE Healthcare”,
США) на носителе сефакрил S-400, предвари-
тельно откалиброванной с помощью стандартно-
го набора белков Gel Filtration Calibration Kit
HMW (голубой декстран, ферритин, бычий сыво-
роточный альбумин, лизоцим, “GE Healthcare”,
США). Хроматографию проводили в фосфатно-
солевом буфере (10 мМ KH2PO4 рН 7.4, 140 мМ
NaCl). Полученные фракции исследовали с по-
мощью электрофореза в полиакриламидном геле
в денатурирующих условиях.

Проверка термостабильности. Для проверки
термостабильности комплекса GroEL/ES фрак-
цию растворимых клеточных белков инкубирова-
ли при 62°С в течение 5 мин в твердотельном тер-
мостате “Гном” (“ДНК-технология”, Россия),
после чего охлаждали на льду. Агрегировавшие
белки отделяли от растворимой фракции центри-
фугированием при 13000 g в течение 15 мин при
4°С (центрифуга Eppendorf 5415R “DJB Labcare
Ltd”, Великобритания), после чего супернатант
и осадок анализировали с помощью электрофо-
реза в полиакриламидном геле в денатурирую-
щих условиях.

Проверка функциональности. Функциональ-
ность безметионинового GroEL, так же как и ис-
ходного варианта, проверяли по способности об-
ратимо связывать денатурированный зеленый
флюоресцирующий белок, GFP [8]. GFP денату-
рировали 10 мМ HCl. Спонтанную ренатурацию
проводили в буфере, содержащим 50 мМ трис-
HCl, 10 мМ КСl, 10 мМ MgСl2, 1 мM ДТТ, рН 7.8,
с конечной концентрацией GFP 0.1 мкМ. Для
изучения действия GroEL на ренатурацию в бу-
фер добавляли 0.4 мкм GroEL либо 0.4 мкм Gro-
EL с 0.8 мкм GroES, а через 5 мин также добавля-
ли 2 мМ АТФ. Наличие функционального GFP
определяли по его флюоресценции на 498 нм при
длине волны возбуждения флюоресценции 395 нм
на спектрофотометре Shimadzu RF-5301 (“Shi-
madzu”, Япония) и рассчитывали как долю или
процент флюоресценции от флюоресценции при
спонтанном сворачивании GFP.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Безметиониновый вариант шаперона GroEL

из термофильного организма был предназначен
для последующего его использования в качестве

белка-носителя при экспрессии целевых реком-
бинантных полипептидов в системе слитых бел-
ков. Шаперон GroEL является наиболее полно
исследованным шапероном с точки зрения его
структурной организации и функционирования в
ассистировании сворачивания белков в клетке
[9–13]. Функции шаперонов, в том числе GroEL,
по стабилизации различных белков в стрессовых
для них условиях, могут быть также адаптирова-
ны для использования при экспрессии в бактери-
альной системе лабильных, гидрофобных, склон-
ных к агрегации или токсичных пептидов [14, 15].
Шаперон GroEL применяется для повышения
экспрессии, сворачивания и растворимости целе-
вых рекомбинантных белков как при его ко-экс-
прессии, так и в качестве белка-носителя [5]. Для
использования GroEL в качестве белка-носителя в
подобной системе экспрессии необходимо преду-
смотреть возможность последующего отделения
целевого полипептида, например, с помощью хи-
мического отщепления под действием бромциана
по остаткам метионина. Если белок-носитель не
содержит в своей аминокислотной последова-
тельности остатков метионина, то очистка отно-
сительно небольшого полипептида от крупного
белка может быть полноценно осуществлена в одну
стадию, тогда как расщепление белка-носителя на
несколько фрагментов существенно усложняет эту
задачу. Природный GroEL содержит в своей ами-
нокислотной последовательности шесть остатков
метионина (рис. 1) [6].

Кодирующие их триплеты были заменены на
триплеты, кодирующие остатки лейцина, с по-
мощью ПЦР (рис. 2). В качестве матрицы ис-
пользовали ген GroEL из термофильного орга-
низма T. thermophilus. Природный термофильный
GroEL из T. thermophilus сохраняет свою структу-
ру и функциональность до температуры 90°С
[16]. Предполагалось, что если GroEL сохранит
термофильные свойства после внесенных в ами-
нокислотную последовательность изменений,
это станет еще одним преимуществом при после-
дующем его использовании в качестве белка-но-
сителя для экспрессии в бактериальной системе,
поскольку позволит отделять мезофильные белки
клетки-хозяина с помощью нагревания. Полу-
ченный ген был клонирован в экспрессионный
вектор рЕТ11с и продемонстрировал высокий
уровень экспрессии в бактериальной системе E. coli
(данные не представлены). Однако проведенная с
помощью гель-фильтрации оценка агрегатного со-
стояния показала, что рекомбинантный термо-
фильный GroEL существует в форме мономера, не
образуя присущей исходной форме сложной чет-
вертичной структуры (рис. 4а). Из литературных
данных [17, 18] известно, что присутствие ко-фак-
тора GroES стабилизирует такую структуру, по-
этому безметиониновый термофильный GroEL
был переклонирован в бицистронный экспресси-
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онный вектор pET-Duet вместе с GroES из T. ther-
mophilus для ко-экспрессии (см. раздел “Методи-
ка”). Полученный в данных условиях безметио-
ниновый GroEL продемонстрировал высокий
уровень экспрессии (рис. 3а) и практически пол-
ностью присутствовал во фракции растворимых
клеточных белков (рис. 3б).

Агрегатное состояние комплекса GroEL/ES
было проверено с помощью гель-фильтрации на
колонке с сефакрилом S-400 (рис. 4б, 4в). Как по-
казывает электрофоретический анализ фракций,
комплекс GroEL/ES выходит в исключенном объе-
ме, пик достигает максимума на 16 мин (рис. 4б)
между калибровочными белками голубой декстран
(более 1000 кДа) и ферритин (400 кДа), что указы-
вает на сохранение четвертичной структуры ком-
плекса GroEL/ES. Термостабильность комплекса
была проверена с помощью нагревания фракции
растворимых клеточных белков до 62°С в течение
5 мин (рис. 5).

Комплекс GroEL/ES преимущественно оста-
вался в растворе, тогда как большая часть белков
мезофильной клетки-хозяина агрегировала. Сохра-

Рис. 1. Схема трехмерной структуры мономера GroEL из T. thermophilus [рисунок адаптирован из https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Structure/pdb/1WE3 с помощью программы Chimera visualization [19]]. Стрелки с номерами указывают
остатки метионина в структуре белка. N- и C-концы выделены черным цветом.
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3

4 5

6N- и C-концы

Рис. 2. Схема ПЦР для конструирования последовательности GroEL T. thermophilus, не содержащей остатков метио-
нина. Последовательности праймеров приведены в разделе “Методика”. Стрелками указано направление амплифи-
кации, под стрелками − названия соответствующих праймеров.

Met 164 Met 209 Met 286 Met 314 Met 489 Met 541
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TT-1-up
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TT-2-up
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Рис. 3. Электрофорез экспрессируемого белка GroEL
T. thermophilus, не содержащего остатков метионина.
а: 1 – до индукции, 2 – по окончании экспрессии;
б: 1 – растворимые клеточные белки, 2 – нераствори-
мые белки. 3 – cтандарты молекулярной массы.
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нение термостабильности косвенно подтверждает
сохранение четвертичной структуры комплексом
GroEL/ES. Кроме того, термостабильность ком-
плекса GroEL/ES предоставляет практическое пре-
имущество, поскольку позволяет очистить его от
белков клетки-хозяина с помощью нагревания, что
и было использовано при последующей очистке
белка на первой стадии. Дальнейшую очистку до
гомогенного состояния проводили с помощью
гель-проникающей хроматографии на колонке с
сефакрилом S-400 (см. “Методика”), поскольку
размеры комплекса GroEL/ES значительно пре-
восходят размеры клеточных белков. Получен-
ный гомогенный комплекс GroEL/ES использо-
вали в экспериментах по проверке его функцио-
нальности. Одним из белков для изучения
сворачивания с участием шаперона GroEL явля-
ется зеленый флуоресцентный белок GFP, кото-
рый в силу простоты и чувствительности теста яв-
ляется общепринятой моделью. Показано, что
GroEL способен связывать и инкапсулировать
GFP внутри частицы шаперона, а в присутствии
также GroES и АТФ рефолдинг возобновляется с
параметрами, неотличимыми от спонтанной ре-
натурации [8]. В проведенных экспериментах по
ренатурации GFP было показано, что в присут-
ствии как исходного GroEL, так и его безметио-
нинового варианта, восстановления флюорес-
ценции, т.е. ренатурации GFP, не происходило.
Ренатурация возобновлялась в обоих случаях по-
сле добавления GroES и АТФ, и конечная достиг-
нутая флюоресценция соответствовала флюорес-
ценции GFP при спонтанной ренатурации в ана-
логичных условиях.

Замена сразу нескольких метионинов не ска-
зывалась на основных параметрах шаперона Gro-
EL – он оставался растворимым, сохранялся как
термостабильная частица в комплексе GroEL/ES,
а также сохранял функциональность. Это делает
созданный вариант шаперона привлекательным
для использования в качестве белка-носителя
при получении целевых рекомбинантных пепти-
дов в составе слитых белков.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации, уникальный идентифи-
катор работы (проекта) RFMEFI57517X0151.
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Chaperone GroEL is the subject of extensive studies concerning its organization and functioning at folding
cell proteins as well as the possibility of using it when developing new expression systems to obtain recombi-
nant proteins in soluble forms. In this work, a new variant of Thermus thermophilus chaperone GroEL is de-
veloped, in which all methionine residues are substituted for leucine residues. Obtained variant of the chap-
erone was purified to homogeneity. Modified GroEL retained tetruary structure characteristic for initial
chaperone consisting of double heptamer, and also retained the initial thermostability. Obtained variant of
the chaperone is interesting not only from the point of view of GroEL structural organization, but it can be
effectively used as a leader to obtain recombinant target proteins. The substitution of methionine residues in
a leader allows to significantly simplify the following purification of target polypeptide.

Keywords: chaperones, GroEL, folding, amino acid substitutions in proteins
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