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Белок ядерного экспорта NEP (NS2, 14,4 кДа) вируса гриппа А играет важную роль на различных этапах
развития вирусной инфекции. Для проведения всесторонних исследований структуры и функции NEP не#
обходимо располагать высокочистыми препаратами белка. В данной работе получена серия плазмидных
конструкций с геном NEP под контролем конститутивного промотора trp, позволяющих с высокой эффек#
тивностью экспрессировать белок NEP в клетках Escherichia coli. Разработан эффективный метод извлече#
ния белка из телец включения на основе солюбилизации раствором додецилсульфата натрия. С использо#
ванием хроматографии на Ni#агарозе получены чистые препараты белка, несущие (His)6#модули на N# или
С#конце, с выходом более 20 мг на литр культуры. Методом КД продемонстрировано соответствие вторич#
ной структуры полученных препаратов структуре природного белка NEP. Выявлена высокая склонность
белка к агрегации в широком диапазоне условий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус гриппа А, белок ядерного экспорта NEP, аффинная хроматография, агрегация
белков.

Вирус гриппа А является причиной острого
инфекционного заболевания. Поиск мишеней в
структуре вируса для создания терапевтических
препаратов является чрезвычайно актуальной
задачей. Такой мишенью может быть вирусный
белок ядерного экспорта NEP (или NS2, 14,4 кДа,
121 а. о.), который вовлечен в целый ряд ключе#
вых процессов, связанных с циклом размноже#
ния вируса [1, 2]. В частности, NEP играет важ#
ную регулирующую роль в транскрипции и реп#
ликации вирусной РНК, модулируя активность
полимеразного комплекса [2, 3]. Кроме того,
NEP участвует в экспорте вирусного генетичес#

кого материала из ядра хозяйской клетки в ци#
топлазму, выступая в роли посредника между
комплексом вирусного рибонуклеопротеида
(vRNP) с белком оболочки М1 (vRNP#M1) и ре#
цептором ядерного экспорта CRM1 [4–7]. В ли#
тературе имеются данные о влиянии NEP также
и на другие стадии жизненного цикла вируса,
например, на процесс отпочковывания вирио#
нов. При этом NEP взаимодействует с β#субъе#
диницей FoF1#ATPазы [8].

В структуре NEP различают N#концевой и
С#концевой домены. Последний характеризует#
ся конформационной жесткостью и кристалли#
зуется в виде димера [9, 10]. В С#домене имеют#
ся две α#спирали (С1 и С2), которые образуют
антипараллельную амфифильную шпильку. Гид#
рофильная поверхность шпильки, участвующая
во взаимодействии с белком М1, содержит а.о.
Trp78, окруженный кластером остатков глута#
миновой кислоты. Протеазочувствительный N#
концевой участок белка конформационно под#
вижен [11], что, по#видимому, препятствует
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кристаллизации полноразмерного белка. В то же
время, молекулярное моделирование простран#
ственной структуры N#концевого участка не иск#
лючает возможности образования в этой области
двух антипараллельных α#спиралей [1, 12]. Есть
данные, что N#концевой участок, в структуре ко#
торого выявлены два сигнала ядерного экспорта
(NES), обеспечивает взаимодействие с CRM1 [6].

В настоящее время физико#химические и
функциональные свойства NEP изучены не в
полной мере. Для проведения исследований
белка in vitro необходимо располагать достаточ#
ными количествами гомогенных препаратов.
Выделение NEP из вирионов весьма трудоемко,
требует многостадийной хроматографии и не
позволяет достигать высоких выходов [4]. В по#
давляющем большинстве исследований широко
используют рекомбинантные варианты NEP,
продуцируемые в различных экспрессионных
системах, как бактериальных, так и эукариоти#
ческих [6, 13, 14]. Однако во многих случаях за#
дачи исследований не требуют выделения белка
в чистом виде, т.е. взаимодействие NEP с други#
ми биомолекулами изучают непосредственно в
живой клетке или путем его иммобилизации на
твердой подложке [6, 7, 15–18]. Белок NEP так#
же получали в бесклеточной системе синтеза
белка [19]. Выделение рекомбинантного белка
NEP в чистом виде описано лишь в нескольких
работах [4, 9, 11, 14, 19]. К числу наиболее эф#
фективных можно отнести системы на основе
клеток E. coli BL21(DE3), где ген NEP находится
под контролем Т7#промотора. Экспрессируе#
мый белок выделяли либо многостадийной хро#
матографией [11], либо аффинной хроматогра#
фией на Ni#NTA#агарозе [9]. Данные о выходах
белка, как правило, не приводят, но они не пре#
вышают 4 мг с 1 л культуры [20].

Целью настоящей работы было создание
удобной высокоэффективной бактериальной
системы экспрессии для получения чистых пре#
паратов рекомбинантного белка NEP с N# и С#кон#
цевой локализацией аффинного (His)6#модуля,
а также определение некоторых физико#хими#
ческих свойств этого белка.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Использовали: Tris («Merck», Германия),
IPTG («MP Biomedicals Inc.», Германия), АТР,
dАТР, dGTP, dCTP и dTTP («СибЭнзим», Рос#
сия), триптон, бакто#агар и дрожжевой экстракт
(«Difco», США), Ds#Na («Sigma», США), Ni#NTA#
агароза («Invitrogen», Германия).

Препараты ферментов: полинуклеотидкиназа,
ДНК#лигаза, ДНК#полимераза TaqSE, обратная

транскриптаза AMV, эндонуклеазы рестрикции
(«СибЭнзим», Россия). Энзиматические обра#
ботки ДНК проводили по прописям фирмы#
производителя.

Использовали клетки E. coli штаммов
ER1821 и BL21(DE3) («NEB», США) и плазмиды
pET30a(+) («Novagen», США), pCYB4 («NEB»),
pB1 [21]. Структуры синтетических олигодезок#
сирибонуклеотидов («Синтол», Россия) приве#
дены в таблице. Препаративное фосфорилиро#
вание синтетических олигодезоксирибонуклео#
тидов проводили с помощью полинуклеотидки#
назы [22].

Культивирование клеток E. coli осуществля#
ли в среде dyt (16 г триптона, 10 г дрожжевого
экстракта, 5 г NaCl в 1 л) с ампициллином (100 мг
в 1 л) или без него. Для клонирования использо#
вали чашки Петри с твердой агаризованной сре#
дой EHA (13 г триптона, 8 г NaCl, 2,4 г Na#цит#
рата, 1,4 г глюкозы, 100 мг ампициллина в 1 л).
Приготовление компетентных клеток и транс#
формацию осуществляли кальциевым методом,
выделение ДНК и другие генно#инженерные
процедуры проводили по стандартным методи#
кам [23].

Основные буферные растворы: буфер А –
20 мМ Hepes#Na, pH 7,2, 0,5 M NaCl, 0,05%#ный
Тriton X#100; ТЕ – 10 мМ Tris#HCl, pH 8,0, 0,1 мМ
ЭДТА.

Полимеразные цепные реакции (ПЦР) про#
водили в программируемом термостате «Цикло#
Темп#107» (ЗАО «Ресурс#Прибор», Россия). Оп#
тимальные условия для ПЦР подбирали эмпи#
рически для каждого эксперимента. В каждом
случае использовали минимальное количество
циклов (8–12), в течение которых происходило
накопление достаточного количества целевого
продукта.

Первичные структуры плазмидных ДНК оп#
ределяли на автоматическом секвенаторе «ABI
PRISM 310» («Applied Biosystems», США) с ис#
пользованием праймера16#sqtl.

Анализ белковых препаратов электрофорезом в
денатурирующем Ds#Na#ПААГ проводили по
методу Леммли [24] с использованием 12%#ного
и 15%#ного разделяющего ПААГ. Гели окраши#
вали Кумасси G#250.

Cпектры КД измеряли на дихрографе Chirascan
CD spectrometer («Applied Photophysics», Англия)
в кювете толщиной 0,01 см. 

Конструирование плазмид. ПЦР�поиск клонов
с целевыми плазмидами. Часть клеток колонии с
чашки Петри стерильной иглой переносили в
пробирки объемом 0,5 мл и суспендировали в
8 мкл буфера ТЕ. Суспензию покрывали 10 мкл
минерального масла, пробирку прогревали 5 мин
при 98 °С, ее содержимое тщательно перемеши#
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вали встряхиванием и разделяли центрифугиро#
ванием. Аликвоту (1 мкл) водной фазы добавля#
ли к реакционной ПЦР#смеси с выбранными
праймерами, проводили 27–30 циклов ПЦР и
анализировали продукты электрофорезом в ага#
розном геле. Отбирали колонии, анализ которых
показал наличие (или отсутствие) ПЦР#продук#
тов ожидаемой величины.

Получение ПЦР�копии гена NEP (363 п.н.).
кДНК с РНК вируса гриппа получали прайме#
ром 20#NSr с использованием обратной тран#
скриптазы AMV. Продукт осаждали этанолом и
затем амплифицировали фосфорилированными
праймерами p20#NSr и p44#NSl, удаляя 473#звен#
ный интрон в начале гена NEP, закодированно#
го в РНК вируса гриппа.

Плазмида pB�NEP (ген NEP, 2064 п.н.). Ли#
нейную ПЦР#копию плазмиды pB1 (1701 п.н.,
оперон бета#лактамазы, ориджин репликации
плазмиды pUC19, линкер с сайтами эндонуклеаз
рестрикции RsrII, SexAI и BstEII), полученную с
использованием праймеров 15#ptmt и 19#ptmb,
лигировали с 363#звенным ПЦР#фрагментом,
содержащим ген NEP, и использовали для транс#
формации компетентных клеток E. coli ER1821.
ПЦР#поиск целевых клонов проводили прайме#
рами 44#NSl и 16#sqtl. Первичную структуру плаз#
миды в области вставки подтверждали секвени#
рованием.

Плазмида pBt�NEP (ген NEP, терминатор Т7,
2123 п.н.). Фрагмент ДНК с терминатором фага Т7
(59 п.н.) получали ПЦР#копированием участка

плазмиды pET30a(+) праймерами p19#etl и p17#ttr.
Линейную ПЦР#копию плазмиды pB#NEP по#
лучали с использованием праймеров 20#NSr и
15#ptmt. Линеаризованную плазмиду и вставку
соединяли Т4#ДНК#лигазой и использовали для
трансформации клеток E. coli ER1821. ПЦР#по#
иск целевых клонов осуществляли праймерами
44#NSl и 17#ttr. Первичную структуру плазмиды
в области вставки подтверждали секвенирова#
нием. 

Плазмида pBt�NEPh (ген NEP, C�концевой
(His)6�модуль, терминатор Т7, 2156 п.н.). Встра#
ивание С#концевого (His)6*модуля проводили
при получении линеаризованной плазмиды pBt#
NEP с использованием фосфорилированных
праймеров p19etl и p51#chb. Продукт ПЦР замы#
кали в кольцо ДНК#лигазой и использовали для
трансформации клеток E.coli ER1821. ПЦР#поиск
целевых клонов проводили праймерами 44#NSl
и 15#sqhr. Первичную структуру плазмиды в об#
ласти вставки подтверждали секвенированием.

Плазмида EpТ7t�NEPh (ген NEP, C�концевой
(His)6�модуль, терминатор и промотор Т7, 2233 п.н.).
Фрагмент ДНК с промотором фага Т7 (77 п.н.)
получали ПЦР#копированием участка плазми#
ды pET30a(+) фосфорилированными праймера#
ми p17#PTl и p18#PTr. Линейную ПЦР#копию
плазмиды pBt#NEPh получали с использовани#
ем праймеров 19#ptmb и 44#NSl. Линеаризован#
ную плазмиду и вставку соединяли Т4#ДНК#ли#
газой и использовали для трансформации кле#
ток E. coli BL21(DE3). ПЦР#поиск целевых кло#
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Обозначение

20#NSr

44#NSl

15#ptmt

19#ptmb

16#sqtl

19#etl

17#ttr

51#chb

15#sqhr

17#PTl

18#PTr

17#Ptal

19#Ptar

19#Ptrl

21#Ptrr

50#nht

Использованные в работе олигодезоксирибонуклеотиды

Последовательность (5'>3')

AATAAGCTGAAACGAGAAAG

ATGGATCCAAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGACATACTGCTGAG

CGGCCGCGTTGCTGG

GAGATTATCAAAAAGGATC

GCGGAGCCTATGGAAA

TGAGCAATAACTAGCATAA

GCAAAAAACCCCTCAAG

GAGGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCGGGGTCAATAAGCTGAAACGAGAA

TGCTCAGAGGTGATG

TACGACTCACTATAGGG

ATGTATATCTCCTTCTTA

TTTGCTTTGTGAGCGGA

ATGGTTAATTTCTCCTCTT

GAGCTGTTGACAATTAATC

ATGAATCGATACCCTTTTTAC

ATGCACCATCACCACCATCACTCTGGAGGCACCATGGATCCAAACACTGT
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нов проводили праймерами 17#PTl и 16#sqtl.
Первичную структуру плазмиды в области
вставки подтверждали секвенированием.

Плазмида Eptat�NEPh (ген NEP, C�концевой
(His)6�модуль, терминатор Т7, промотор tac,
2249 п.н.). Фрагмент ДНК с промотором tac (93 п.н.)
получали ПЦР копированием участка плазмиды
pCYB4 фосфорилированными праймерами p17#Ptal
и p19#Ptar. Линейную ПЦР#копию плазмиды
pBt#NEPh получали с использованием прайме#
ров 19#ptmb и 44#NSl. Линеаризованную плаз#
миду и вставку соединяли Т4#ДНК#лигазой и
использовали для трансформации клеток E. coli
ER1821. ПЦР#поиск целевых клонов проводили
праймерами 17#Ptal и 16#sqtl. Первичную струк#
туру плазмиды в области вставки подтверждали
секвенированием.

Плазмида Eptrt�NEPh (ген NEP, C�концевой
(His)6�модуль, терминатор, промотор trp, 2227 п.н.).
Фрагмент ДНК с промотором trp (71 п.н.) полу#
чали ПЦР копированием суммарной геномной
ДНК E. coli фосфорилированными праймерами
p19#Ptrl и p21#Ptrr. Линейную ПЦР#копию плаз#
миды pBt#NEPh получали с использованием
праймеров 19#ptmb и 44#NSl. Линеаризованную
плазмиду и вставку соединяли Т4#ДНК#лигазой
и использовали для трансформации клеток E. coli
ER1821. ПЦР#поиск целевых клонов вели прай#
мерами 19#ptrl и 16#sqtl. Первичную структуру
плазмиды в области вставки подтверждали сек#
венированием.

Плазмида Eptrt�NEP (ген NEP без аффинных
модулей, терминатор, промотор trp, 2194 п.н.).
Делетирование С#концевого (His)6#модуля в
плазмиде Eptrt#NEPh осуществляли путем полу#
чения ее линейной копии фосфорилированны#
ми праймерами p20#NSr и p19#etl, замыкания
полученного ПЦР#продукта в кольцо Т4#ДНК#
лигазой и трансформации клеток E. coli ER1821.
ПЦР#поиск целевых клонов проводили прайме#
рами 19#Ptrl и 15#sqhr. Первичную структуру
плазмиды в области делеции подтверждали сек#
венированием.

Плазмида Eptrt�hNEP (ген NEP, N�концевой
(His)6�модуль, терминатор, промотор trp, 2227 п.н.).
Встраивание N#концевого (His)6#модуля прово#
дили при получении линеаризованной плазми#
ды Eptrt#NEP с использованием фосфорилиро#
ванных праймеров p21#Ptrr и p50#nht. Продукт
ПЦР замыкали в кольцо Т4#ДНК#лигазой и ис#
пользовали для трансформации клеток E. coli
ER1821. ПЦР#поиск целевых клонов вели прай#
мерами 50#nht и 16#sqtl. Первичную структуру
плазмиды в области вставки подтверждали сек#
венированием.

Экспрессия и выделение рекомбинантных бел*
ков. Экспрессия белка NEP�C в клетках E. coli

BL21(DE3) с плазмидой EpТ7t�NEPh. К 100 мл
среды dyt с ампициллином (100 мг/л) добавляли
1 мл ночной культуры клеток E. coli BL21(DE3) с
плазмидой EpТ7t#NEPh, подращивали клетки 2 ч,
интенсивно перемешивая при 37 °С, добавляли
IPTG до конечной концентрации 2 мМ и расти#
ли культуру еще 16 ч при 37 °С.

Экспрессия белков NEP�C и NEP�N в клетках
E. coli ER1821. К 100 мл среды dyt с ампицилли#
ном (100 мг/л) добавляли 0,5 мл ночной культу#
ры клеток E. coli ER1821 с плазмидами Eptrt#
NEPh или Eptrt#hNEP и растили культуру 18 ч
интенсивно перемешивая при 37 °С.

Выделение белка NEP�C из цитоплазмы.
Клетки осаждали центрифугированием, суспен#
дировали в 4 мл буфера А и разрушали ультраз#
вуком при 0 °С. Полученный клеточный гомоге#
нат центрифугировали (15 мин, 4 °С, 8000g), к
супернатанту, содержавшему белок NEP#С, до#
бавляли (NH4)2SO4 до 25%#ного насыщения при
0 °С и осадок отделяли центрифугированием. К
супернатанту снова добавляли (NH4)2SO4 до
55%#ного насыщения при 0 °С и осадок, содер#
жавший не менее 95% целевого белка NEP#С,
отделяли центрифугированием. Осадок раство#
ряли в 0,3 мл буфера А, полученный раствор на#
носили на колонку с Ni#NTA#агарозой объемом
0,2 мл, уравновешенную с буфером А, промывали
ее буфером А (6 × 0,2 мл), а затем белок NEP#С
элюировали с колонки буфером А с 0,3 М ими#
дазолом (4 × 0,15 мл). К полученному раствору
(0,6 мл) добавляли равный объем насыщенного
при комнатной температуре раствора (NH4)2SO4,
выпавший осадок белка NEP#С отделяли цент#
рифугированием и растворяли в буфере для
дальнейшей работы. Аликвоту полученного
препарата анализировали электрофорезом в
15%#ном Ds#Na#ПААГ. Выход оценивали по ин#
тенсивности окраски полоски NEP#С в сравне#
нии с окраской полосок реперного белка (БСА).

Выделение белков NEP�C и NEP�N из телец
включения. Клетки осаждали центрифугирова#
нием, суспендировали в 4 мл буфера А и разру#
шали ультразвуком при 0 °С. Полученный кле#
точный гомогенат центрифугировали (15 мин,
4 °С, 8000g) и удаляли супернатант. Клеточный
дебрис, содержавший тельца включения, сфор#
мированные белком NEP#С (NEP#N), суспен#
дировали в 0,54 мл 1%#ного водного раствора
Ds#Na. Остаток клеточных компонентов, не пе#
решедших в раствор при такой обработке, удаля#
ли центрифугированием (5 мин, 25 °С, 12 500 g).
К супернатанту добавляли 1/9 объема (60 мкл)
5 М раствора ацетата калия и удаляли нераство#
римый в воде осадок Ds#K центрифугировани#
ем. К полученному супернатанту добавляли
(NH4)2SO4 до 25%#ного насыщения при 0 °С и
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осадок отделяли центрифугированием. К супер#
натанту снова добавляли (NH4)2SO4 до 55%#ного
насыщения при 0 °С и осадок отделяли центри#
фугированием. Осадок растворяли в 0,5 мл буфе#
ра А, полученный раствор наносили на 0,3 мл
колонку с Ni#NTA#агарозой, уравновешенную с
буфером А, промывали ее буфером А (6 × 0,3 мл),
а затем белок NEP#С (NEP#N) элюировали с ко#
лонки буфером А с 0,3 М имидазола (4 × 0,2 мл).
К полученному раствору (0,8 мл) добавляли рав#
ный объем насыщенного при комнатной темпе#
ратуре раствора (NH4)2SO4, выпавший осадок
белка NEP#С (NEP#N) отделяли центрифугиро#
ванием и растворяли в буфере для дальнейшей
работы. Аликвоту полученного препарата анали#
зировали электрофорезом в 15%#ном Ds#Na#
ПААГ. Выход оценивали по интенсивности ок#
раски полоски NEP#С (NEP#N) в сравнении с
окраской полосок реперного белка (БСА).

Кросслинкинг глутаровым альдегидом. К 6 мкг
белка в 7 мкл буфера#элюата с аффинной колонки
(буфер А + имидазол) добавляли 0,5 мкл раствора
глутарового альдегида в ТЕ. Конечная концентра#
ция глутарового альдегида в пробе варьировала в
диапазоне 0,025–1% (2,5–100 мМ). Объем пробы
доводили буфером А до 10 мкл. Смесь инкубиро#
вали при 25 °С в течение 8–20 мин и анализирова#
ли электрофорезом в 12%#ном ПААГ. Аналогично
проводили контрольный кросслинкинг в присут#
ствии Ds#Na (конечная концентрация 1%).

Получение спектров кругового дихроизма. Спект#
ры КД белков измеряли в области 190–250 нм
(дальний УФ) в кювете с длиной оптического пути
0,01 см в 100 мМ Na#фосфатном буфере, pH 7,0,
при концентрации белка 0,12 мг/мл. КД выра#
жали в величинах молярной эллиптичности [Θ] =
= 3300 × Δε. Молярный коэффициент дихроичес#
кого поглощения Δε рассчитывали на моль амино#
кислотных остатков. Расчет проводили по форму#
ле Δε = ΔD/(c × l), где ΔD – измеренная величина
дихроизма, c –концентрация белка в М амино#
кислотных остатков, l – длина оптического пути в
см. Среднюю молекулярную массу аминокислот#
ного остатка принимали равной 120,7 г/моль. Из#
мерения проводили при 25 °С c шагом 1,0 нм и на#
коплением каждого шага 0,5 с. Итоговый спектр
получали по результатам усреднения данных 5#ти
сканирований и вычитания спектра базовой ли#
нии (контроль). Полученный спектр сглаживали,
используя программное обеспечение прибора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для всестороннего исследования белка NEP
необходимо иметь в руках высокоэффективную
систему экспрессии и выделения как самого

белка, так и его мутантных вариантов. При раз#
работке такой системы в настоящей работе бы#
ли приняты во внимание данные литературы, из
которых следует, что наилучших результатов
удавалось достичь с использованием клеток
E. coli BL21(DE3), генерирующих РНК#полиме#
разу (РНКП) фага Т7, в комбинации с плазмид#
ной конструкцией, в которой ген белка нахо#
дился под контролем промотора, узнаваемого
Т7 РНКП [9, 11]. Нами была предпринята по#
пытка создать аналогичную систему (рис. 1, а),
позволяющую экспрессировать в клетках E. coli
BL21(DE3) белок NEP с С#концевым (His)6#мо#
дулем, обеспечивающим в дальнейшем аффин#
ную очистку на Ni#агарозе [25]. В качестве ис#
ходной была использована короткая лаборатор#
ная плазмида pB1 (1701 п.н., ориджин реплика#
ции pUC19, оперон β#лактамазы) [21], которая
позволяет проводить быструю перестройку (му#
тагенез) целевого участка методом ПЦР#копи#
рования всей плазмиды [26]. На ее основе была
сконструирована экспрессионная плазмида
EpТ7t#NEPh, содержащая промотор и термина#
тор РНКП фага Т7, а также ген NEP с прилегаю#
щим с 3'#конца участком, кодирующим C#кон#
цевой (His)6#модуль (рис. 1, а). Указанные
структурные элементы последовательно встраи#
вали в плазмиду, как описано в разделе «Мате#
риалы и методы». Необходимый для клонирова#
ния фрагмент ДНК с геном NEP получали в два
этапа: а) синтез кДНК путем обратной тран#
скрипции соответствующей области суммарной
РНК вируса гриппа А с использованием прай#
мера 20#NSr (комплементарного 3'#концевой
области гена NEP); б) ПЦР#копирование кДНК
с одновременным удалением 473#звенного инт#
рона в предшественнике гена NEP.

В результате индуцируемой IPTG экспрес#
сии в клетках E. coli BL21(DE3), содержащих
плазмиду pEТ7t#NEPh, целевой белок NEP#C
(132 аминокислотных остатка), содержащий на
С#конце дополнительный аминокислотный
фрагмент DPGSHHHHHHL ((His)6#модуль),
оказывался как в цитоплазме (одна треть), так и
в тельцах включения (две трети). Однако, воп#
реки ожиданиям, его суммарный выход после
аффинной хроматографии на Ni#агарозе оказы#
вался не очень высоким (не более 2 мг с литра
культуры). Проблемы низкой экспрессии бел#
ков в системах на основе РНКП фага Т7 были
описаны ранее [27] и связаны, скорее всего, со
спецификой конкретных белков и трудностями
подбора оптимальных условий индукции и на#
ращивания клеток продуцента.

С целью увеличения выхода целевого про#
дукта были предприняты попытки создания
другой экспрессионной системы, в которой
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транскрипцию гена NEP осуществляли бы
РНК#полимеразой E. coli. Для этого на основе
вектора EpТ7t#NEPh были получены плазмид#
ные конструкции, в которых ген NEP с участ#
ком, кодирующим N#или С#концевой (His)6#мо#
дуль, находился под контролем либо IPTG#ин#
дуцируемого промотора tac, либо конститутив#
ного промотора trp [28] (рис. 1, б, в). Уровень
экспрессии белка NEP#C в клетках E. coli
ER1821 с плазмидой Eptat#NEPh (рис. 1, б), со#
держащей промотор tac, оказывался выше, чем в
случае системы с РНКП Т7 (около 7 мг с литра
культуры), при этом белок обнаруживали как в
цитоплазме, так и в тельцах включения (рис. 2, а).

При использовании плазмиды с сильным про#
мотором trp (Eptrt#NEPh) выход белка (NEP#C)
заметно возрастал (около 17 мг с литра культу#
ры) (рис. 2, б), причем практически весь белок
NEP#С оказывался в тельцах включения.

С целью последующего изучения влияния
расположения (His)6#модуля на свойства белка
NEP была сконструирована плазмида Eptrt#
hNEP (рис. 1, в), позволяющая получать белок
NEP#N с N#концевым дополнительным фрагмен#
том MHHHHHHSGGT. Продуцент с этой плаз#
мидой также давал высокие выходы белка NEP#N
(более 20 мг с литра культуры). И в этом случае бе#
лок NEP#N оказывался в тельцах включения.
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Рис. 1. Экспрессионные плазмиды, сконструированные в настоящей работе для получения препаратов белка NEP с
(His)6#модулем на N# или C#конце. Обозначения: Ampr – ген устойчивости к ампициллину; ori – ориджин репликации
плазмиды pUC19; t – Т7#терминатор; PT7 – промотор РНК#полимеразы фага Т7; Ptac – индуцируемый промотор tac, уз#
наваемый РНК#полимеразой E. coli; Ptrp – конститутивный промотор trp, узнаваемый РНК#полимеразой E. coli; His6 –
участок, кодирующий аффинный пептидный модуль DPGSHHHHHHL (а, б, в) или MHHHHHHSGGT (г)
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в                                           г
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Для извлечения белка из телец включения
была разработана специальная технология.
После разрушения клеток клеточный дебрис с
тельцами включения осаждали центрифугиро#
ванием, обрабатывали 1%#ным раствором Ds#Na
и отделяли полученный раствор от нераствори#
мой части дебриса центрифугированием. Из по#
лученного раствора додецилсульфат удаляли в
виде нерастворимой калиевой соли путем до#
бавления избытка ацетата калия. Целевой белок
далее выделяли на Ni#NTA#агарозе. С учетом
того, что белок имеет малый размер и относи#
тельно простую структуру, можно было ожидать,
что при такой обработке нативная структура
белка легко будет восстановлена. Электрофоре#
тический анализ белковых препаратов NEP#N и
NEP#C в Ds#Na#ПААГ приведен на рис. 2. Вид#
но, что белки, полученные таким способом,
практически гомогенны, причем оказалось, что
препараты, выделенные из телец включения
NEP#N и NEP#C, содержат меньше примесей,
чем белок NEP#C, выделенный из цитоплазмы
(рис. 2, a, б). Такое явление было ранее описано
и для других белков. В последнее время разрабо#
таны даже специальные приемы, позволяющие
обеспечить целенаправленный увод белка в
тельца включения [29].

Для подтверждения нативной структуры
белков, выделенных из телец включения, были
получены и проанализированы спектры КД
NEP#C и NEP#N в дальнем ультрафиолетовом
диапазоне (рис. 3). Видно, что спектры белков с
N# и С#концевыми (His)6#модулями практичес#
ки идентичны и хорошо коррелируют с данны#
ми литературы для NEP [11]. Они имеют отри#
цательные максимумы при 208/209 и 221/222
нм, характерные для спектров белков со значи#
тельной долей α#спиралей во вторичной струк#
туре. Расчетная доля α#спиралей, оцененная ме#
тодом Гринфельд–Фасмана, составляет 58%
[30]. Таким образом, данные КД подтверждают
наличие у белков NEP#C и NEP#N вторичной
структуры, практически идентичной структуре
природного NEP.

При работе с препаратами NEP#C и NEP#N
было обнаружено, что оба белка весьма склонны
к агрегации в широком диапазоне условий
(варьировали pH, концентрацию, состав буфе#
ра, ионную силу, температуру, время выдержи#
вания). Такое явление обнаруживали и ранее.
Например, упоминалось об образовании в пре#
паратах белка нерастворимого осадка [11], хотя
природа последнего не была изучена. Для подт#
верждения наличия агрегатов в растворах NEP#
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Рис. 2. Электрофоретическое разделение в Ds#Na#ПААГ белковых препаратов NEP#C (дорожки 1, 2, 3) и NEP#N (дорож#
ка 4), выделенных из клеток с плазмидами Eptat#NEPh (1, 2), Eptrt#NEPh (3) и Eptrt#hNEP (4). М – белковые маркеры мо#
лекулярной массы
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C и NEP#N были проведены эксперименты по
кросслинкингу. В качестве бифункционального
реагента использовали глутаровый альдегид, ко#
торый широко применяется для межмолекуляр#
ной сшивки белков в комплексах. Такой прием
позволяет продемонстрировать способность
белка к олигомеризации [31, 32]. Электрофоре#
тический анализ продуктов сшивки представлен
на рис. 4. Видно, что в реакционной смеси обра#
зуется заметное количество продукта по под#
вижности соответствующего димеру NEP
(10–30%), а также некоторое количество олиго#
меров (рис. 4, а, б). В присутствии Ds#Na (дена#
турирующие условия) продукты сшивки не об#
разуются. По данным литературы, обработка
белка другим сшивающим реагентом (этиленг#
ликоль#бис#сукцинимидилсукцинатом) не при#
водила к образованию продуктов межмолеку#
лярной сшивки [9]. В то же время в тех же усло#
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Рис. 3. Спектры КД белков NEP#C (1) и NEP#N (2), полу#
ченных в результате экспрессии в клетках E. coli с плазми#
дами Eptrt#NEPh и Eptrt#hNEP и выделенных из телец
включения
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Рис. 4. Электрофоретический анализ в Ds#Na#ПААГ продуктов кросслинкинга глутаровым альдегидом белковых препа#
ратов NEP#N (а) и NEP#C (б) (6 мкг, 40 мкМ белка) глутаровым альдегидом в присутствии 1%#ного Ds#Na (дорожки 6–9)
и в его отсутствие (дорожки 2–5). Концентрация глутарового альдегида: 0,025% (2,5 мМ) (2, 6), 0,25% (25 мМ) (3, 7) и 0,5%
(50 мМ) (4, 5, 8, 9), время инкубации 10 мин (2–4, 6–8) и 20 мин (5, 9). Дорожки: 1 – препараты белка в отсутствие глута#
рового альдегида; М – маркер молекулярной массы. Указано положение мономеров белков, их димеров и высокомолеку#
лярных продуктов сшивки
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ПОЛУЧЕНИЕ БЕЛКА NEP ВИРУСА ГРИППА А

виях делеционный вариант NEP, включающий
С#концевой домен, давал заметное количество
димера. Наличие продуктов сшивки в нашем
случае свидетельствует о том, что структура глу#
тарового альдегида больше соответствует рас#
стоянию между соединяемыми функциональ#
ными группами в агрегатах белка NEP. Таким
образом, нам удалось показать, что полнораз#
мерный белок способен к самосборке с образо#
ванием олигомерных агрегатов.

Таким образом, в данной работе создана но#
вая высокоэффективная система экспрессии
белка NEP, позволяющая получать высокоочи#

щенные препараты белка с (His)6#модулем на С#
или N#конце из телец включения с выходами
более 20 мг/л. Особенности созданных плазмид#
ных конструкций делают их весьма удобными
для осуществления быстрых перестроек и полу#
чения мутантных вариантов белка методом пол#
норазмерного копирования всей плазмиды.
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Influenza A virus nuclear export protein NEP (NS2, 14.4 kDa) plays a key role in various steps of virus life cycle.
Highly purified preparations of protein are required for structural and functional studies. In this study, we designed a
series of Escherichia coli plasmid constructs for highly efficient expression of the NEP gene under the control of the
constitutive trp promoter. An efficient method for extraction of NEP protein from inclusion bodies based on dodecyl
sulfate treatment was developed. Purified preparations of NEP proteins with either N# or C#terminal (His)6#tag were
obtained using Ni#NTA#agarose affinity chromatography, with a yield of more than 20 mg per liter of culture.
According to CD data, the secondary structure of the proteins corresponds quite well to that of natural NEP. A high
propensity of NEP protein to aggregate over a wide range of conditions was found.
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