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 ВВЕДЕНИЕ

Благодаря способности к автокаталитическо�
му образованию хромофорной группы флуорес�
центные белки семейства зеленого флуоресцент�
ного белка (Green Fluorescent Protein, GFP) ши�
роко используются в качестве генетически
кодируемых меток в биологических исследовани�
ях [1]. На основе природных GFP�подобных бел�
ков с помощью направленной молекулярной эво�
люции in vitro была создана целая панель улуч�
шенных флуоресцентных белков, охватывающая
почти весь видимый спектр. Особый интерес для
фундаментальных и биомедицинских исследова�
ний на модельных животных представляют бел�
ки, флуоресцирующие в дальнекрасной и ближ�
ней инфракрасной областях спектра, из�за низ�
кой автофлуоресценции и относительно высокой
прозрачности тканей позвоночных в этом диапа�
зоне [2]. На основе GFP�подобных белков были
получены дальнекрасные флуоресцентные белки
с максимумами возбуждения при 590–610 нм и

 Сокращения: GFP – зеленый флуоресцентный белок (green
fluorescent protein); FRET – ферстеровский резонансный пе�
ренос энергии (Förster (or fluorescence) resonance energy trans�
fer); iRFP – инфракрасный флуоресцентный белок, (infrared
fluorescent protein).
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максимумами эмиссии при 630–670 нм [3–8].
Дальнейшего продвижения в красную область
удалось добиться путем создания флуоресцент�
ных белков на основе бактериофитохромов [9].
Эти белки ковалентно связывают биливердин
IXα в качестве простетической группы. С помо�
щью направленной молекулярной эволюции уда�
лось получить варианты бактериофитохромов,
флуоресцирующие в ближней инфракрасной об�
ласти спектра (возбуждение при 660–690 нм,
эмиссия при 680–720 нм) [9–12]. 

Спектральное разнообразие флуоресцентных
белков используют для многоцветного мечения,
позволяющего визуализировать различные струк�
туры в одних и тех же клетках. Кроме того, подхо�
дящие пары флуоресцентных белков используют
для анализа белок�белковых взаимодействий и со�
здания флуоресцентных сенсоров на основе эф�
фекта ферстеровского резонансного переноса энер�
гии (FRET) [13, 14]. FRET заключается в том, что
возбужденный флуорофор�донор вместо эмиссии
света резонансно передает свою энергию флуоро�
фору�акцептору, который излучает квант света или
расходует энергию в тепло.

Для эффективного протекания FRET между
двумя флуорофорами необходимо соблюдение
нескольких ключевых условий [13, 14]. Во�пер�
вых, спектр эмиссии одного флуорофора (донора)
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должен существенно перекрываться со спектром
поглощения другого (акцептора). Во�вторых, моле�
кулы донора и акцептора должны располагаться
близко друг к другу (обычно не дальше 5–8 нм), т.к.
эффективность FRET падает пропорционально
шестой степени расстояния между флуорофорами.
Кроме того, эффективность переноса энергии зави�
сит от взаимной ориентации дипольного момента
эмиссии донора и дипольного момента поглощения
акцептора. Максимальная эффективность достига�
ется при параллельной ориентации диполей и ми�
нимальная – при перпендикулярной. Об эффек�
тивности FRET можно судить по уменьшению
интенсивности флуоресценции донора, умень�
шению времени жизни возбужденного состояния
донора, увеличению интенсивности флуоресцен�
ции акцептора при возбуждении донора и неко�
торым другим спектральным характеристикам.

iRFP – димерный инфракрасный флуорес�
центный белок, созданный в 2011 году на осно�
ве бактериального фитохрома RpBphP2 из
Rhodopseudomonas palustris [10]. iRFP имеет макси�
мумы возбуждения и излучения при 690 и 713 нм,
соответственно, молярный коэффициент погло�
щения 105000 М–1 см–1 и квантовый выход флу�

оресценции 0.06 (таблица). iRFP является одним
из самых ярких и стабильных белков этого типа,
и поэтому активно используется для биоими�
джинга на целых животных [15–18]. Теоретиче�
ски, iRFP и другие инфракрасные флуоресцент�
ные белки являются удобными акцепторами для
FRET. Однако на сегодняшний день это не было
проверено экспериментально.

В данной работе мы изучили возможность ис�
пользования iRFP в качестве FRET�акцептора в па�
ре с некоторыми дальнекрасными флуоресцентны�
ми белками семейства GFP.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для тестирования в качестве FRET�доноров
мы выбрали три дальнекрасных флуоресцентых
белка, для которых iRFP подходит в качестве ак�
цептора: мономерный mKate2, димерный eqFP650
и димерный eqFP670 (таблица). Для всех трех бел�
ков наблюдается существенное перекрывание их
спектров эмиссии со спектром поглощения iRFP
(рис. 1), что позволяло ожидать эффективный пе�
ренос энергии между ними.

В качестве модели для тестирования FRET мы
использовали стандартную конструкцию генети�
чески кодируемых флуоресцентных сенсоров ак�
тивности каспазы�3. В таких конструкциях два
флуоресцентных белка, составляющих FRET�па�
ру, соединены пептидным линкером, несущим
сайт узнавания каспазы�3 [19–23]. Такой дизайн
удобен по нескольким причинам. Во�первых,
имеется два четко определяемых состояния (до и
после разрезания линкера каспазой), характери�
зующихся эффективным FRET или полным от�
сутствием FRET из�за необратимой диссоциации
донора и акцептора, соответственно. Во�вторых,
модульная конструкция сенсора позволяет срав�
нивать различные флуоресцентные белки. В�тре�
тьих, анализ сенсора можно проводить как in vitro
на выделенных белках, так и в живых клетках при
активации в них апоптоза. Помимо этого, созда�
ваемые новые сенсоры каспазы�3 могут допол�
нить палитру имеющихся молекулярных инстру�
ментов изучения апоптоза.

Свойства флуоресцентных белков, использованных в работе

Название белка Максимум 
возбуждения, нм

Максимум 
эмиссии, нм

Молярный 
коэффициент 
поглощения, 

М–1 см–1

Квантовый 
выход 

флуоресценции

Олигомерное 
состояние

iRFP 690 713 105000 0.06 Димер

mKate2 588 633 62500 0.40 Мономер

eqFP650 592 650 65000 0.24 Димер

eqFP670 605 670 70000 0.06 Димер
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Рис. 1. Нормированные спектры эмиссии белков
mKate2, eqFP650 и eqFP670, и спектр поглощения
белка iRFP.
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Дальнекрасные варианты сенсора активности
каспазы�3 сконструировали, взяв за основу каспаз�
ный сенсор Casper3�GR (Evrogen), который вклю�
чает белки TagGFP и TagRFP в качестве FRET�па�
ры [22]. В новых конструкциях донор TagGFP заме�
няли на дальнекрасные белки mKate, eqFP650 или
eqFP670, а акцептор TagRFP – на iRFP, оставляя
между белками FRET�пары линкер “с3” с сайтом
узнавания каспазой�3. В качестве вектора исполь�
зовали плазмиду pQE�30.

Полученные конструкции каспазных сенсо�
ров, обозначенные mKate2�с3�iRFP, eqFP650�c3�
iRFP и eqFP670�c3�iRFP, были экспрессированы
в бактериях. В норме, в клетках E. coli не содер�
жится достаточной концентрации биливердина
IXα, чтобы обеспечить флуоресценцию экспрес�
сируемых бактериофитохромов. Для экспрессии
полученных нами конструкций мы оптимизиро�
вали протокол [24], разработанный для генно�ин�
женерных работ с бактериофитохромами. Вкратце,
клетки E. coli котрансформировали плазмидой, не�
сущей вариант сенсора, и плазмидой, кодирующей
гем�оксигеназу – фермент, превращающий при�
сутствующий в клетках E. coli гем в биливердин
IXα. Для усиления продукции гема бактерии выра�
щивали в присутствии предшественника гема –
δ�аминолевулиновой кислоты.

Для конструкции каспазного сенсора mKate2�
с3�iRFP наблюдали плотно растущие колонии си�
него цвета, флуоресцирующие в красной области
спектра при анализе с использованием флуорес�
центного стереомикроскопа. На чашках с кон�
струкциями сенсоров eqFP650�c3�iRFP и eqFP670�
c3�iRFP при тех же условиях трансформации плот�
ность колоний была существенно ниже и колонии
не проявляли окраски. Флуоресценцию наблюдали
только для отдельных колоний. Предположитель�
но, из�за димерных свойств как обоих белков�до�
норов, так и акцептора, сенсоры могли частично
агрегировать и формировать тельца включения,
препятствуя росту бактерий.

Для анализа спектральных свойств полученных
сенсоров, проводили их очистку из фракции рас�
творимых белков с помощью металл�аффинной
хроматографии. Флуоресцентная спектроскопия
показала, что в составе полученных каспазных сен�
соров для каждого донора и акцептора сохраняются
их естественные максимумы возбуждения и эмис�
сии (рис. 2). Для акцепторного белка в спектре воз�
буждения всех трех вариантов сенсора дополни�
тельно присутствует пик, соответствующий макси�
муму возбуждения белка�донора (рис. 2, правые
спектры). Соответственно, при возбуждении до�
норного белка (в области его максимума возбужде�
ния) в спектре флуоресценции присутствовует пик,
соответствующий максимуму флуоресценции ак�
цепторного белка (рис. 2, левые спектры).

Для определения эффективности FRET мы из�
меряли спектры флуоресценции сенсоров до и
после обработки каспазой�3. Три варианта сенсора
показали общую тенденцию изменения сигнала,
однако амплитуда изменений была разной (рис. 2).
При возбуждении донорного белка после обработ�
ки каспазой интенсивность его эмиссии увеличи�
валась, в то время как интенсивность эмиссии ак�
цепторного белка снижалась. Соответственно, в
спектрах возбуждения акцептора наблюдалось
уменьшение вклада пика возбуждения донора. Са�
мые значительные изменения спектров возбужде�
ния и эмиссии наблюдали для сенсора eqFP650�c3�
iRFP, минимальные – для mKate2�c3�iRFP.

Таким образом, из протестированных нами трех
дальнекрасных флуоресцентных белков, самый
эффективный FRET (приблизительно 30%) в паре
с iRFP проявлял eqFP650. Вместе с тем, конструк�
ция для сенсора mKate2�c3�iRFP демонстрировала
лучшую эффективность экспрессии в бактериях.

Полученные в данной работе сенсоры облада�
ют четко выраженным спектральным ответом на
обработку каспазой�3, однако динамический
диапазон этих изменений заметно уступает тако�
вым для лучших описанных в литературе сенсо�
ров этого класса, например Casper3�GR. Вместе с
тем, используемые в настоящее время FRET�па�
ры белков занимают наиболее популярные кана�
лы для флуоресцентной микроскопии (синий и
зеленый или зеленый и красный). Кроме того,
для работы in vivo на млекопитающих оптималь�
ным спектральным диапазоном является дальне�
красная�ближнеинфракрасная часть спектра, по�
скольку в ней происходит минимальное поглоще�
ние и рассеяние света в тканях животных [2].
Таким образом, новые сенсоры на основе iRFP
могут найти применение как для многопарамет�
рической микроскопии (с одновременной детек�
цией активности каспазы�3 в дальнекрасной об�
ласти и других структур или активностей в кана�
лах детекции от синего до оранжевого), так и для
биоимиджинга на уровне целых животных. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Генно;инженерные манипуляции. На основе
плазмид iRFP�pBAD (любезно предоставленной
проф. В.В. Верхушей, Медицинский колледж
им. А. Эйнштейна, Иешива�Университет, Бронкс,
США) и pmKate2�N, pTurboFP650�N, pNirFP�N
(Евроген) были созданы конструкции каспазных
сенсоров mKate2�c3�iRFP, eqFP650�c3�iRFP,
eqFP670�c3�iRFP. Для этого ПЦР�амплифициро�
ванный фрагмент ДНК, кодирующий соответству�
ющий флуоресцентный белок, клонировали в век�
тор pQE�30 (Qiagen, Германия), используя сайты ре�
стрикции Kpn1/Sal1 (для iRFP) и BamH1/Sac1 (для
каждого из донорных флуоресцентных белков). Ис�
пользовали следующие праймеры (в названии
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праймеров указаны сайты рестрикции, флуорес�
центные белки и индексы F или R для прямых и
обратных праймеров, соответственно): BamH1�
mKate2�F (TTTGGATCCATGGTGAGCGAGCT�
GATTAAGG, сайт рестрикции подчеркнут) и
Sac1�mKate2�R (TTTGAGCTCTCTGTGC�

CCCAGTTTGCTAGG); BamH1�eqFP650/670�F
(TTTGGATCCATGGGAGAGGATAGCGAGCT�
GATC) и Sac1�eqFP650/670�R (TTTGAGCTCGCT�
GTGCCCCAGTTTGCTAGG); Kpn1�с3�F1 (TTTG�
GTACCGAATTCGGTGGTT� CTGGTTCTGAT�
GAAGTTGATAAGCTTGGTGGTTCTGGTTC),
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Рис. 2. Спектры флуоресценции химерных белков mKate2�c3�iRFP (а), eqFP650�c3�iRFP (б), eqFP670�c3�iRFP (в). На
каждой панели слева показаны спектры эмиссии при возбуждении донора, справа – спектры возбуждения и эмиссии
акцептора. Сплошными линиями показаны спектры образцов до обработки каспазой�3, пунктирными – после обра�
ботки.
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с3�iRFP�F2 (GTTGATAAGCTTG�TGGTTCTG�
GTTCTATGGCTAGCATGACTGGTGGAC) и
Sal1�iRFP�R (TTTGTCGACTCACT�CTTCCAT�
CACGCCGATC).

Последовательность ДНК GAATTCGGTG�
GTTCTGGTTCTGATGAAGTTGATAAGCTTGG�
TGGTTCTGGTTCTGGTACC, кодирующую лин�
кер “c3” GGNSGDEVDGTSVATGS (идентичный
используемому в плазмиде pCasper3�BG, Евро�
ген), содержащий узнаваемую каспазой�3 после�
довательность DEVD, вносили в целевые кон�
струкции в составе праймеров при двухстадийной
амплификации гена iRFP (сначала праймерами
с3�iRFP�F2 и Sal1�iRFP�R, затем праймерами
Kpn1�с3�F1 и Sal1�iRFP�R). Правильность после�
довательностей подтверждали секвенированием.

Гетерологическая экспрессия. Экспрессию по�
лученных генетических конструкций проводили
в клетках E. coli (штамм BW25113). Клетки транс�
формировали в два этапа. На первом этапе полу�
чали клетки, трансформированные плазмидой
pwa23�HO (любезно предоставлена проф. В.В. Вер�
хушей), экспрессирующей ген гем�оксигеназы под
контролем промотора из рамнозного оперона E. coli
(гем�оксигеназа необходима для синтеза биливер�
дина IXα – кофактора iRFP) и ген канамицино�
вой устойчивости. Из этих клеток готовили ком�
петентные клетки для электропорации, и на вто�
ром этапе их трансформировали плазмидой,
кодирующей один из трех вариантов каспазного
сенсора. 

Бактерии растили на чашках Петри, содержа�
щих рамнозу (0.0024% по массе), канамицин
(0.1 мг/мл), ампициллин (0.5 мг/мл) и предше�
ственник гема – δ�аминолевулиновую кислоту
(0.2 мМ) в LB�агаре (10 г триптона, 5 г дрожжево�
го экстракта, 10 г NaCl, 15 г агара на 1 л) в течение
ночи при 37°С, затем при комнатной температуре
в течение суток.

Бактериальные культуры ресуспендировали в бу�
фере PBS (pH 7.4, Helicon, Россия) и разрушали
ультразвуком. Функциональные растворимые ре�
комбинантные белки очищали на металл�аффин�
ном сорбенте TALON (Clontech, США) согласно
рекомендациям производителя. Элюцию прово�
дили в растворе PBS с добавлением имидазола
(0.25 M).

Измерение спектров флуоресценции. Использо�
вали флуоресцентный спектрофотометр Cary
Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Varian,
США). Для всех каспазных сенсоров измеряли
спектр возбуждения акцептора, детектируя флуо�
ресценцию при длине волны 740 нм; а также спек�
тры эмиссии при возбуждении донора (длина вол�
ны возбуждающего света – 550 нм для mKate2�с3�
iRFP, 580 нм для eqFP650�с3�iRFP, 590 нм для
eqFP670�c3�iRFP) и при возбуждении акцептора
(длина волны возбуждающего света – 670 нм).

Спектры измеряли в одинаковых условиях до и
после инкубации сенсоров с каспазой�3 (1 ед.
акт.) (Abcam, Великобритания) при 37°С в тече�
ние часа. Дальнейшая инкубация с каспазой не
приводила к существенному изменению спектров.
Денатурирующий электрофорез образцов в ПААГ с
10% SDSподтвердил эффективное (>90%) разреза�
ние каспазой каспазных сенсоров (не показано),
как это было описано ранее для Casper3�GR [22].
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Infrared Fluorescent Protein iRFP as an Acceptor 
for Förster Resonance Energy Transfer

O. A. Zlobovskaya*, K. S. Sarkisyan*, K. A. Lukyanov*, **
#Phone: +7 (499) 742881822; e8mail: kluk@ibch.ru

*Shemyakin8Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
ul. Miklukho8Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**Institute of Biomedical Technologies, Nizhny Novgorod State Medical Academy, 
pl. Minina, 10/1, Nizhny Novgorod, 603005 Russia

Bacteriophytochrome�based infrared fluorescent protein iRFP was tested as an acceptor for Förster reso�
nance energy transfer (FRET). Far�red GFP�like fluorescent proteins mKate2, eqFP650, and eqFP670 were
used as donors. Bacterial expression vectors encoding donor and acceptor proteins fused by a 17�amino acid
linker were constructed. FRET for purified proteins in vitro was estimated from increase of the donor emis�
sion after digestion of the linker. Among the three constructs tested, the most efficient FRET (approximately
30%) was detected for the eqFP650�iRFP pair.

Keywords: fluorescent protein, GFP, iRFP, genetically encoded sensor, FRET
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