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Дизайн флуоресцентных белков с увеличенной фотостабильностью – важная практическая задача. Один из
подходов к ее решению связан с поиском аминокислотных остатков, играющих ключевую роль в фотохи-
мических реакциях с участием хромофора. Ранее было продемонстрировано влияние тирозина-145 на фо-
тоокисление хромофора зеленого флуоресцентного белка EGFP (enhanced green fluorescent protein, улуч-
шенный зеленый флуоресцентный белок), а также получен мутант EGFP-Y145L, в котором эффективность
фотоокисления и связанного с ним фотообесцвечивания существенно снижены. В настоящей работе мы
ищем пути увеличения яркости флуоресценции этого мутантного варианта, вводя в него замены S205V и
E222G и их комбинацию с целью сдвига pH-равновесия хромофорного окружения в сторону ионизации хро-
мофора. Мы показали, что оба варианта белка с заменой S205V несут в основном нейтральный хромофор,
имеют низкую яркость и способны к медленной фотоактивации. Они могут представлять интерес для изуче-
ния светозависимого переноса протона и, возможно, функционировать в качестве времяразрешенных pH-
сенсоров. В белке EGFP-Y145L/E222G, как мы и ожидали, хромофор пребывает преимущественно в анион-
ной форме. Этот мутантный вариант характеризуется яркостью флуоресценции, в 4 раза превосходящей та-
ковую у исходного EGFP-Y145L и фотостабильностью в 1.5–5 раз выше, чем у EGFP.

Ключевые слова: флуоресцентные белки, GFP, фотостабильность, флуоресцентная спектроскопия, све-
тоиндуцированное окисление, хромофор, время жизни возбужденного состояния, ESPT
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ВВЕДЕНИЕ
Белки семейства GFP – единственный класс

кодируемых одним геном флуоресцентных кра-

сителей – занимают особое место среди марке-
ров, применяющихся в биомедицинской науке.
Совместимость этих меток с большинством экс-
прессионных систем, самодостаточность форми-
рования хромофорной группы, их стабильность и
сравнительно невысокая токсичность обеспечи-
ли бурное развитие методов прижизненного ме-
чения биологических объектов с помощью флуо-
ресцентных белков (известное как “GFP-рево-
люция” [1]). За открытие GFP и его внедрение в
научную практику была присуждена Нобелевская
премия по химии [2].

Модификация кодирующей последовательно-
сти ДНК – основной способ получения новых ва-
риантов флуоресцентных белков (ФБ). Так, уже в
первые годы после клонирования гена avGFP из
медузы Aequorea victoria и успешной демонстра-
ции его экспрессии в гетерологичных биологиче-

Сокращения: GFP – green fluorescent protein; зеленый флу-
оресцентный белок; avGFP – Aequorea victoria green fluorescent
protein; зеленый флуоресцентный белок из медузы Aequorea vic-
toria; ФБ – флуоресцентные белки; ESPT – excited state proton
transfer; перенос протона в возбужденном состоянии; EC – ex-
tinction coefficient; коэффициент экстинкции; EGFP – en-
hanced green fluorescent protein; улучшенный зеленый флуорес-
центный белок; YFP – yellow fluorescent protein, желтый флуо-
ресцентный белок; FLIM – fluorescence lifetime imaging
microscopy, микроскопия времени жизни флуоресценции;
QY– quantum yield; квантовый выход флуоресценции; PBS –
phosphate buffered saline; фосфатно-солевой буферный раствор;
SMLM – single molecule localization microscopy; микроскопия
локализации одиночных молекул; PAGFP – photoactivatable
GFP; фотоактивируемый GFP.
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ских системах [3] были получены мутанты с улуч-
шенной яркостью [4–6] и сдвигами эмиссии флу-
оресценции в синюю [7] и красную [8] области
спектра. Внесение всего одной аминокислотной
замены (T203H) позволило создать первый фото-
активируемый вариант GFP [9]. Позже, после кло-
нирования генов красных флуоресцентных бел-
ков из морских кораллов [10], мутагенез помог ре-
шить проблему спонтанной олигомеризации этих
молекул [11, 12]. Богатая палитра флуоресцент-
ных белков, доступных исследователям на сего-
дняшний день [13], в основном наполнена вари-
антами, разработанными искусственно [14, 15].

Дизайн ФБ, особенно на ранних этапах “GFP-
революции”, был нацелен на улучшение их базо-
вых практических характеристик – увеличение яр-
кости флуоресценции и скорости созревания хро-
мофора, а также на расширение спектрального
разнообразия этих флуорофоров, важного для раз-
вития методов многоцветного мечения [16, 17].
Успешное решение этих задач обеспечивалось, в
частности, сравнительно простыми алгоритмами
скрининга и селекции мутантов с искомыми свой-
ствами в бактериальной системе экспрессии [7, 12].
Упомянутый выше мутант avGFP с увеличенной
яркостью – EGFP (enhanced green fluorescent pro-
tein), описанный спустя всего год после демон-
страции экспрессии avGFP в E. coli и С. elegans,
был получен путем внесения двух аминокислот-
ных замен в родительский белок. Примечательно,
что EGFP по сей день остается одним из наиболее
востребованных зеленых ФБ, несмотря на посте-
пенное появление вариантов с оптимизирован-
ным фолдингом, более быстрым созреванием и
существенно возросшей яркостью [18–20]. Таким
образом, характеристики EGFP как метки для тра-
диционной флуоресцентной микроскопии оказа-
лись адекватными запросам исследователей. Слож-
ные экспериментальные модели и современные
методы флуоресцентной визуализации заставили
обратить внимание на свойства ФБ, прежде счи-
тавшиеся второстепенными, – фототоксичность,
способность к фотопереключениям, фотостабиль-
ность, время жизни флуоресценции. Оказалось,
что дизайн новых вариантов ФБ с настройкой та-
ких характеристик – трудоемкая задача, хотя бы
потому, что наладить массовый скрининг и отбор
мутантов здесь сложно, а подчас и невозможно.

Одним из специфических требований, предъяв-
ляемых к флуорофорам в микроскопии сверхвысо-
кого разрешения (семейство методов SMLM [21, 22])
и времяразрешенной микроскопии (FLIM [23]),
выступает фотостабильность, т.е. способность мо-
лекулы поддерживать многократные циклы по-
глощения/испускания света [24]. Если в класси-
ческой флуоресцентной микроскопии она влияет
в основном на длительность эксперимента (как
функцию удельной нагрузки возбуждающего из-
лучения на образец), то в SMLM и FLIM, где реги-

стрируются отдельные фотоны, фотостабильность
определяет качество экспериментальных данных,
связанное с числом фотонов, в среднем излучае-
мым отдельными молекулами маркера [25, 26].
Фотостабильность тесно связана с обесцвечива-
нием хромофора ФБ вследствие протекания фо-
тохимических процессов с его участием. Изуче-
ние молекулярных механизмов фотообесцвечи-
вания служит основной для разработки новых
подходов к увеличению фотостабильности. В ли-
тературе описано получение фотостабильных ва-
риантов ФБ с помощью направленной белковой
эволюции [7, 27, 28], а также с помощью рацио-
нального дизайна, базирующегося на исследова-
нии фотообесцвечивания. Так, в мутантах крас-
ных ФБ mKate2 S143C (назван mStable) и mPlum
S146C фотостабильность примерно на порядок
величины выше, чем в родительских белках, за
счет стабилизации хромофора в цис-конформа-
ции сульфоксидными группами, образующимися
при фотоокислении введенного в белок остатка
цистеина [29]. Для фотопереключаемых белков
семейства EosFP фотоокисление серосодержаще-
го остатка было, наоборот, предложено как по-
тенциальный канал исчерпания возможностей пе-
реключений (т.н. фотоусталости). Действительно,
при введении замены Met159Ala фотостабильность
IrisFP (гомолога EosFP) значительно увеличи-
лась [30]. Наконец, в нашей работе, посвящен-
ной поиску аминокислотных остатков EGFP,
опосредующих фотоокисление его хромофора,
была выявлена ключевая роль Tyr145 как проме-
жуточного электронного акцептора и описан му-
тант EGFP-Y145L, демонстрирующий примерно
десятикратный прирост фотостабильности при
микроскопии в живых клетках и 80-кратный – при
облучении очищенного белка in vitro в окислитель-
ных условиях [31]. Вместе с тем, замена Y145L при-
вела к существенному смещению рН-равновесия в
окружении хромофорной группы, доминированию
нефлуоресцирующей нейтральной формы хромо-
фора (максимум поглощения – около 400 нм) и,
как следствие, – снижению яркости мутанта по
сравнению с исходным EGFP (рис. 1). Более того,
EGFP-Y145L способен к фотоактивации (по-ви-
димому, за счет светозависимого депротонирова-
ния хромофора). Эти факторы снижают его цен-
ность как фотостабильного маркера.

Один из возможных подходов к повышению
яркости EGFP-Y145L – снижение эффективно-
сти протонирования хромофора, которое, пред-
положительно, может быть достигнуто введением
дополнительных аминокислотных замен, опи-
санных ранее как влияющие на кислотность хро-
мофора GFP.

Интерес с точки зрения влияния на рКа хро-
мофора GFP представляет остаток серина-205.
Контактируя через молекулу структурной воды с
Tyr66 хромофора [32–34], он играет важную роль в
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светоиндуцированном переносе протона (ESPT),
а также влияет на протонирование хромофора в
основном состоянии [35]. Мутации по этому по-
ложению способны привести к существенной ре-
организации сети водородных связей в хромо-
форном окружении [36, 37]. Так, в avGFP замена
серина в 205 положении на валин замедляет кине-
тику ESPT [36–38], в белке SiriusGFP способству-
ет смещению pH-равновесия хромофора в сторону
депротонирования [39]. Более того, в случае хло-
ридного сенсора mClY, разработанного на базе жел-
того флуоресцентного белка YFP (несущего хромо-
фор типа GFP), и зеленого ФБ SiriusGFP, близкого
гомолога EGFP, введение замены Ser205Val приво-
дит к существенному увеличению фотостабиль-
ности белка [36, 40].

Второй аминокислотный остаток, ставший ми-
шенью для мутагенеза в настоящей работе, – глу-
тамат-222. Заместитель по 222 положению высоко
консервативен в природных ФБ и, наряду с арги-
нином-96, считается важной структурной детер-
минантой созревания хромофора [41–43], стаби-
лизации зрелого хромофора во флуоресцентном
состоянии [32, 43] и, в конечном счете, комплекса
физико-химических характеристик ФБ [44–46].
Однако с точки зрения поставленных нами задач
глутамат-222 интересен прежде всего своим уча-
стием во внутрибелковом транспорте протона, как
в основном [47], так и в возбужденном электрон-
ном состоянии хромофора [33, 34, 42, 48]. В част-
ности, Glu222 рассматривается как терминаль-
ный акцептор протона в нативной цепи ESPT
avGFP [49]. Замена глутамата в 222 положении
на незаряженный глутамин блокирует ESPT [49],
действуя подобно мутации S65T первой амино-
кислоты хромофорной триады (при введении по-
следней карбоксильная группа глутамата переори-

ентируется в сторону от Tyr66 хромофора [4, 50]).
Наибольший интерес для нас представляет заме-
на E222G, которая была описана еще в составе
ранних мутантов avGFP как подавляющая прото-
нирование хромофора [32, 52]. Позже эта же му-
тация была выявлена в экспериментах по направ-
ленной белковой эволюции acGFPL, бесцветного
GFP-подобного белка из гидромедузы Aequorea
coerulescens, где она позволила получить яркий бе-
лок aceGFP, хромофор которого в физиологиче-
ском диапазоне pH находится строго в ионизо-
ванном состоянии [53]. Кроме того, E222G может
блокировать дополнительный канал фотоокисле-
ния хромофора, исключая из цепи переноса элек-
трона потенциальный акцептор (ионизованный
остаток Glu222) [54]. Наша работа по анализу во-
влеченных в светоиндуцированный транспорт
электрона в EGFP аминокислотных остатков не
подтверждает роли Glu222 [31], однако если гипо-
теза Saha et al. верна, то мутация E222G может не
только способствовать депротонированию хро-
мофора, но и улучшать фотостабильность белка.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Мутация S205V

Мы предположили, что внесение мутации S205V
в EGFP-Y145L может не только сместить pKa хро-
мофора в кислую область, восстановив яркость
флуоресценции за счет преобладания анионной
формы, но и способствовать сохранению высокой
фотостабильности двойного мутанта. Анализ спек-
тральных свойств EGFP-Y145L/S205V, однако, по-
казал, что наше предположение оказалось невер-
ным. В спектре поглощения мутантного варианта
с двумя заменами (рис. 2а) доминировала ней-
тральная форма хромофора с максимумом погло-

Рис. 1. Спектры поглощения белков EGFP и EGFP-Y145L.
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щения 395 нм, примерно в 15 раз превосходящим
по амплитуде пик анионного хромофора, сдвину-
тый на ~10 нм в красную область по сравнению с
соответствующим пиком EGFP (рис. 2а, табл. 3).
Спектры флуоресценции (рис. 2б) демонстриру-
ют заметный (~5 нм) батохромный сдвиг макси-
мума эмиссии (при возбуждении на 470 нм), а
также существенный (более 10 нм) сдвиг макси-
мума возбуждения относительно EGFP. Кроме
того, у EGFP-Y145L/S205V хорошо выражен вто-
рой коротковолновый (390 нм) максимум возбуж-
дения, свидетельствующий о протекании в этом
мутанте ESPT, а также, возможно, о его способно-
сти к фотоактивации. При возбуждении флуорес-
ценции EGFP-Y145L/S205V при λвозб = 395 нм в
спектре эмиссии детектируется как синяя (454 нм),
так и зеленая (511 нм) полоса (рис. 2в). Отличие
в положении максимума эмиссии зеленой флуо-
ресценции при коротковолновом возбуждении
от такового при длинноволновом (511 нм против
516 нм) – характерный спектральный признак све-
тозависимого переноса протона.

Измерение времен жизни флуоресценции
EGFP-Y145L и EGFP-Y145L/S205V показало на-
личие в последнем двух мажорных флуоресцент-
ных фракций с временами жизни 630–700 пс (в
зависимости от режима возбуждения) и ~2 нс, со-
ответственно (табл. 1). Примечательно, что кине-
тика затухания флуоресценции EGFP-Y145L и в
однофотонном и в двухфотонном режиме хорошо
аппроксимируется однокомпонентной экспо-
ненциальной моделью с временем жизни ~2.6 нс,
близким к таковому у EGFP, и соответствует пря-
мой флуоресценции из анионной формы хромо-
фора. Вероятно, в случае двойного мутанта кине-
тика затухания флуоресценции с временем жизни
2 нс также характеризует прямой S1-S0 переход
анионного хромофора (с некоторым гашением в ре-
зультате ESPT), а короткоживущая компонента –
флуоресценцию нейтрального хромофора в си-
ней области (~460 нм).

Мутантный белок EGFP-Y145L/S205V харак-
теризуется чрезвычайно низкой квантовой эф-
фективностью при возбуждении в синей области.

Коэффициент экстинкции анионной формы хро-
мофора составляет всего 2400 M–1 см–1, а кванто-
вый выход флуоресценции (λвозб = 500 нм) 0.2
(табл. 3). Таким образом, при флуоресцентной ви-
зуализации с помощью стандартных для GFP на-
боров светофильтров эффективная яркость флуо-
ресценции этого белка будет составлять ~1% от та-
ковой у EGFP. Результаты наших экспериментов
по флуоресцентной микроскопии EGFP-Y145L/
S205V как in vitro, с использованием белка, иммо-
билизованного на частицах металлоаффинной смо-
лы, так и in cellulo, где белок экспрессировался в
клетках линии HEK293T, подтверждают эти рас-
четы (данные не показаны). Кроме того, мы обна-
ружили, что двойной мутант способен к фотоак-
тивации (см. главу Фотостабильность и фотоак-
тивация).

Мутация E222G
В свою очередь, спектральные характеристики

EGFP-Y145L/E222G говорят об искомом смеще-
нии кислотности хромофора в сторону депротони-
рования. Так, амплитуды пиков поглощения ней-
трального (λ = 395 нм) и анионного (λ = 488 нм)
хромофора у него соотносятся как 1 : 1.4, тогда как
у исходного EGFP-Y145L это соотношение ~4 : 1
(рис. 3).

Спектры возбуждения и эмиссии флуоресцен-
ции мутантного белка с двумя заменами практиче-
ски идентичны таковым для EGFP (данные не по-
казаны), а кинетика затухания флуоресценции при
возбуждении на 490 нм хорошо аппроксимирует-
ся однокомпонентной моделью с τ ~ 3.1 нс (см.
табл. 2). Кроме того, в условиях флуоресцентной
микроскопии изолированного белка (удельная
мощность возбуждения ~1 Вт/см2) мы не обна-
ружили у него признаков фотоактивации синим
(470 ± 20 нм) светом. Относительная яркость
флуоресценции EGFP-Y145L/E222G составляет
~70% яркости EGFP, уступая последнему в основ-
ном из-за невысокого квантового выхода флуорес-
ценции анионной формы (см. табл. 3). В целом
приведенные данные свидетельствуют о гомоген-

Таблица 1. Кинетические характеристики затухания флуоресценции EGFP, Y145L и Y145L/S205V при возбуждении
анионного хромофора

* 1P – однофотонное возбуждение (490 нм); 2P – двухфотонное возбуждение (980 нм).

Белок Режим возбуждения* τ1, ps A1, % τ2, ps A2, %

EGFP 1P 2760 ± 6 100 – –
2P 2725 ± 7 100 – –

Y145L 1P 2630 ± 7 100 – –
2P 2565 ± 5 100 – –

Y145L/S205V 1P 1925 ± 20 58 627 ± 10 42
2P 2070 ± 25 55 710 ± 30 45
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Рис. 2. (а) спектры поглощения белков EGFP, EGFP-Y145L и EGFP-Y145L/S205V. Максимумы поглощения протони-
рованной формы хромофора ~395 нм, депротонированной (анионной) формы 490–500 нм. (б) спектры возбуждения
(пунктир, λem = 530 нм) и эмиссии (сплошная линия, λex = 470 нм) флуоресценции тех же флуоресцентных белков. По
оси ординат отложен нормированный на максимальное значение флуоресцентный сигнал. (в) спектр эмиссии флуо-
ресценции EGFP-Y145L/S205V при возбуждении 395 нм. По оси ординат отложен нормированный на максимальное
значение флуоресцентный сигнал.
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ности флуоресцентной популяции EGFP-Y145L/
E222G и, соответственно, о возможности приме-
нения этого белка в качестве флуоресцентной
метки в типовых экспериментах. Однако, соглас-
но результатам спектрофотометрии, доля моле-
кул EGFP-Y145L/E222G, несущих нейтральный
хромофор, составила около 40%, а значит почти
половина белка не флуоресцирует. Неполная ком-
пенсация заменой E222G смещенного в щелоч-
ную область pKa хромофора EGFP-Y145L, как мы
полагаем, отражает комплексный и не всегда хо-
рошо предсказуемый характер формирования фи-
зико-химических свойств ФБ. Детерминанты про-
тонирования хромофора многочисленны [49],
блокирование одних путей внутрибелкового пе-
реноса протона зачастую приводит к задействова-
нию других. Более того, недавние структурные
данные высокого разрешения, полученные на му-
танте E222Q (эффект мутации похож на E222G)
показывают, что статус протонирования Tyr66
хромофора не связан напрямую с системой водо-
родных связей вокруг Thr65/Gln222 [55]. Допус-
кая, что остаточное протонирование хромофора
может быть связано с формированием новой се-

ти водородных связей в хромофорном окружении
и задействованием альтернативной цепи переноса
протона, мы предположили, что серин-205 мо-
жет играть роль донора или акцептора протона в
молекуле EGFP-Y145L/E222G. Для проверки
этого предположения мы сконструировали ва-
риант EGFP, несущий три аминокислотные за-
мены, – EGFP-Y145L/S205V/E222G. Оказалось,
что по спектральным свойствам этот мутантный
белок существенно ближе к EGFP-Y145L/S205V,
чем к EGFP-Y145L/E222G. В его спектре погло-
щения (рис. 4а) доминирует полоса нейтрального
хромофора (λmax = 394 нм), а флуоресценция в зе-
леной области (λmax = 515 нм) характеризуется би-
модальным возбуждением (максимумы на 394 и
496 нм), свидетельствующем о протекании ESPT
(рис. 4б). Впрочем, эффективность переноса про-
тона в возбужденном состоянии, по всей видимо-
сти, невелика: на спектре эмиссии тройного мутан-
та, измеренном при возбуждении 395 нм заметен
только синий пик (~455 нм, данные не показаны).
EGFP-Y145L/S205V/E222G демонстрирует низ-
кую яркость флуоресценции (~2% яркости EGFP)
при возбуждении синим светом (см. табл. 3).

Таблица 2. Кинетические характеристики затухания флуоресценции EGFP-Y145L/E222G и Y145L/S205V/E222G
при возбуждении анионного хромофора

* 1P – однофотонное возбуждение (490 нм); 2P – двухфотонное возбуждение (980 нм).

Белок Режим возбуждения* τ1, ps A1, % τ2, ps A2, %

Y145L/E222G 1P 3190 ± 12 100 – –
2P 3080 ± 10 100 – –

Y145L/S205V/E222G 1P 2310 ± 23 75 644 ± 20 25
2P 2420 ± 30 64 830 ± 40 36

Рис. 3. Спектры поглощения белков EGFP, EGFP-Y145L и EGFP-Y145L/E222G. Максимумы поглощения протони-
рованной формы хромофора ~395 нм, депротонированной (анионной) формы хромофора ~490 нм.
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Сравнительная времяразрешенная спектро-
скопия вариантов EGFP-Y145L/E222G и Y145L/
S205V/E222G (табл. 2) подтверждает выводы, сде-
ланные при анализе стационарных спектров. Двой-
ной мутант, как было упомянуто выше, формирует
гомогенную фракцию с моноэкспоненциальным
затуханием сигнала (τ ~ 3.1 нс), а у тройного появля-
ется дополнительная короткоживущая компонен-
та, связанная, по всей вероятности, с вкладом синей
флуоресценции нейтрального хромофора. Степень
гашения (укорочения времени жизни) флуоресцен-
ции анионного хромофора (τ ~ 2.3–2.4 нс), однако,
выражены меньше, чем у EGFP-Y145L/S205V, что
наряду со сравнительно небольшой амплитудой ко-
ротковолнового пика возбуждения (λmax = 394 нм),
дополнительно свидетельствует о сниженной от-
носительно EGFP-Y145L/S205V эффективно-
сти ESPT.

Высокая доля протонированного хромофора в
вариантах EGFP, несущих замену S205V, рассмат-
ривалась как один из ожидаемых исходов. Так,
похожий спектральный портрет был описан для
белка avGFP-S205V, который послужил моделью
для изучения альтернативных путей переноса про-
тона в GFP [37]. Более того, avGFP-S205V/T203V,
в котором ESPT удалось заблокировать полно-
стью, вообще не содержит анионной формы хро-
мофора и флуоресцирует только в синей области
спектра (459 нм) при возбуждении нейтрального
хромофора.

Фотостабильность и фотоактивация
Мы измерили кинетики фотообесцвечивания

всех упомянутых выше мутантных белков и их ро-
доначальника EGFP в идентичных эксперимен-
тальных условиях (табл. 3). Оценка фотостабильно-
сти ФБ проводилась с помощью широкопольной
флуоресцентной микроскопии с использованием
стандартного набора светофильтров GFP (см. раз-
дел Микроскопия главы Материалы и методы) в
трех модельных системах. Первая из них – очищен-
ный белок в нейтральном солевом буфере – являет-
ся стандартной для измерения фотостабильности in
vitro [16, 27, 56]; вторая – белок в присутствии одно-
электронного окислителя (феррицианида калия)
хорошо зарекомендовала себя для выявления вкла-
да в фотообесцвечивание окислительных процес-
сов в возбужденном состоянии [31, 57, 58]; тре-
тья – белок, экспрессируемый живыми клетками
HEK293T – вероятно, наиболее адекватно отража-
ет фотостабильность маркера в условиях биологи-
ческой визуализации. Отметим, что сравнение
экспериментальных значений возможно только
внутри наборов данных для каждой модельной
системы.

Поведение белка EGFP-Y145L при фотообес-
цвечивании было подробно описано ранее [31], и
данные, приведенные здесь, в целом повторяют

предыдущие результаты. EGFP-Y145L чрезвычай-
но устойчив к обесцвечиванию, однако его слабая
фотоактивация при облучении широкополосным
синим светом приводит к некоторому завыше-
нию наблюдаемой фотостабильности. Визуализа-
ция EGFP-Y145L/E222G потребовала практиче-
ски одинаковых с EGFP настроек чувствительно-
сти детектора. При сравнимой с родительским
белком яркости этот мутант продемонстрировал
существенно увеличенную относительно EGFP фо-
тостабильность во всех трех модельных системах:
в ~1.5 раза в солевом буфере, в ~5 раз с окислите-
лем и в ~2 раза в живых клетках. Мы склонны свя-
зывать больший относительный эффект замед-
ления фотообесцвечивания EGFP-Y145L/E222G в
окислительных условиях in vitro с ролью мутации
Y145L в блокировании светозависимого транс-
порта электрона. Оба мутантных варианта, несу-
щих замену S205V, заметно фотоактивируются
при измерении кинетики фотообесцвечивания
(рис. 5). По этой причине характеристические вре-
мена фотообесцвечивания, приведенные для
EGFP-Y145L/S205V и EGFP-Y145L/S205V/E222G
в табл. 3, отражают не истинную, а кажущуюся
фотостабильность этих флуорофоров. Такое по-
ведение указанных белков вкупе с их низкой яр-
костью делает их мало пригодными для рутинной
флуоресцентной визуализации.

Вместе с тем, фотоактивация вариантов с за-
меной S205V может представлять определенный
интерес для научного сообщества, например, в кон-
тексте методов SMLM. Резонно предположить, что
наблюдаемая фотоактивация связана со свето-
индуцированным депротонированием хромофора,
которое инициируется поглощением белков в фи-
олетовой области спектра (при флуоресцентной
микроскопии мы используем фильтр BP470/40 на
возбуждение). Механизм депротонирования мо-
жет быть схож с таковым для хорошо охарактери-
зованной фотоактивации белка PAGFP (EGFP-
T203H) [59–62], при которой вызванная ESPT
ионизация хромофора сопровождается декарбок-
силированием боковой цепи Glu222 с последую-
щей перестройкой сети водородных связей, благо-
приятствующей стабилизации анионной формы
хромофора. Однако, декарбоксилирование Glu222
в EGFP-Y145L/S205V/E222G невозможно. Кро-
ме того, важной структурной детерминантой такой
стабилизации является стекинг-взаимодействие
остатка His203 с хромофором [9], отсутствующее в
наших белках. Вероятно, в EGFP-Y145L/S205V и
EGFP-Y145L/S205V/E222G реализуется альтерна-
тивный сценарий фотоактивации, изучение меха-
низма которого требует дополнительных струк-
турных изысканий. Для оценки эффективности и
установления спектральных особенностей фото-
активации мы провели эксперимент, в котором
облучали водный раствор очищенного EGFP-
Y145LS/205V/E222G интенсивным фиолетовым
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Рис. 4. Спектры поглощения белков EGFP, EGFP-Y145L/S205V и EGFP-Y145L/S205V/E222G. (а) максимумы погло-
щения протонированной формы хромофора ~395 нм, депротонированной (анионной) формы 490–500 нм. (б) спек-
тры возбуждения (пунктир, λem = 530 нм) и эмиссии (сплошная линия, λex = 470 нм) флуоресценции тех же флуорес-
центных белков. По оси ординат отложен нормированный на максимальное значение флуоресцентный сигнал.
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Таблица 3. Спектральные характеристики и фотостабильность EGFP и его мутантов

EC – коэффициент экстинкции анионной формы хромофора белка. QY – квантовый выход флуоресценции. RB – относи-
тельная яркость белка. Относительная яркость рассчитывается как произведение молярного коэффициента экстинкции и
квантового выхода флуоресценции и дается по сравнению с яркостью EGFP. # Под фотостабильностью понимается время,
за которое интенсивность флуоресценции снижалась на 50%. Для измерений фотостабильности в клетках N ≥ 20.

Белок
λex/λem, 

нм 
EC,

M–1 см–1 QY RB, %
Фотостабильность#

in vitro, 
солевой буфер

in vitro, 500 мкМ 
феррицианид калия

in cellulo, клетки 
HEK293T

EGFP 488/509 55000 0.60 100 2.5 ± 1 мин 2.5 ± 0.3 c 35 ± 4 c
EGFP-Y145L 397 и 

489/509
10 400 0.52 16 7 ± 2 мин 45 ± 7 c 3.5 ± 1 мин

EGFP-Y145L/E222G 483/509 65000 0.36 71 3.5 ± 1 мин 12 ± 1.7 c 1 ± 0.5 мин
EGFP-Y145L/S205V 390 и 

501/516
2400 0.20 1.5 35 ± 5 мин 10 ± 2 мин 9 ± 3 мин

EGFP-Y145L/S205V/E222G 394 и 
496/515

2100 0.30 1.9 31 ± 8 мин 23 ± 5 мин 5 ± 2 мин
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светом, с определенной периодичностью измеряя
спектр поглощения раствора (рис. 6).

Как видно из результатов эксперимента, воз-
буждение нейтральной формы хромофора дей-
ствительно приводит к постепенному увеличению
популяции молекул с анионным (λпогл = 495 нм)
хромофором. Фотоактивация EGFP-Y145L/S205V/
E222G – не очень эффективный процесс, за 2 часа
облучения поглощение анионной формы хромофо-
ра увеличилось только в 3–4 раза (для сравнения,

при УФ-фотоактивации мутанта aceGFP-G222E
достигалось 1000-кратное увеличение флуорес-
центного сигнала [53]).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами было протестировано введение двух ами-
нокислотных замен, представляющих собой важ-
ные детерминанты кислотности хромофора GFP –
S205V и E222G – а также их комбинации как спо-

Рис. 5. Кинетика изменения интенсивности флуоресценции белков EGFP-Y145L/E222G и EGFP-Y145L/S205V in vitro
в присутствии 500 мкМ K3[Fe(CN)6]. N = 10.
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соб увеличения яркости фотостабильного мутанта
EGFP-Y145L. Мутация S205V не оправдала наших
ожиданий, она смещает pKa хромофора в щелоч-
ную область, способствует протонированию хро-
мофора, протеканию ESPT. С другой стороны, му-
тантные белки с этой заменой могут быть интерес-
ны для изучения кинетики ESPT (возможно, что
этот процесс в EGFP-Y145L/S205V протекает с за-
действованием альтернативного канала перено-
са протона). EGFP-Y145L/S205V и EGFP-Y145L/
S205V/E222G – фотоактивируемые ФБ, вероятно,
использующие не описанный ранее механизм
фотоактивации. Их свойства могут найти при-
менение в SMLM. Наконец, сложное фотопове-
дение вариантов с заменой S205V во временном
домене, высокий вклад короткоживущих флуо-
ресцентных популяций в пул регистрируемых
фотонов, вкупе с выраженным протонировани-
ем хромофора при нейтральных рН, открывает
перспективу их использования в качестве время-
разрешенных сенсоров рН, особенно в щелоч-
ном диапазоне. Эффект мутации E222G, введен-
ной в EGFP-Y145L, напротив, соответствовал
нашим требованиям. Двойной мутант EGFP-
Y145L/S205V/E222G – сравнительно яркий ФБ,
сохраняющий повышенную в 1.5–5 раз по срав-
нению с родительским EGFP фотостабильность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сайт-направленный мутагенез

Мутанты EGFP были получены с использова-
нием метода Overlap-extension PCR со следующим
набором олигонуклеотидов, содержащим соответ-
ствующую замену: концевые праймеры – прямой
5'-ATGCGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3'
и обратный 5'-ATGCAAGCTTTTACTTGTA-
CAGCTCGTC-3' для всех мутантных вариантов
EGFP и прямой 5'-GAGTACAACCTGAACAGC-
CAC-3', обратный 5'-GTGGCTGTTCAGGTTG-
TACTC-3' для EGFP Y145L; прямой 5'-GTCCT-
GCTGGGCTTCGTGACC-3', обратный 5'-GGT-
CACGAAGCCCAGCAGGAC-3' для EGFP-E222G;
прямой 5'-AGCACCCAGGTCGCCCTGAGC-3',
обратный 5'-GCTCAGGGCGACCTGGGTGCT-3'
для EGFP-S205V. Для бактериальной экспрессии
амплифицированный с помощью ПЦР фрагмент,
содержащий на концах сайты рестрикции BamHI/
HindIII и кодирующий вариант ФБ, был клони-
рован в вектор pQE30 (Qiagen).

Экспрессия и очистка белка
EGFP, а также мутанты EGFP были клониро-

ваны в вектор pQE30 (Qiagen) с меткой 6His на
N-конце, экспрессированы в штамме E. coli XL1
Blue (Invitrogen) и очищены с использованием ме-
талло-аффинной смолы TALON (Clontech). Для
экспрессии в клетках млекопитающих использо-

вали вектор EGFP-N1 (Clontech). Мутанты EGFP
были клонированы в EGFP-N1 вместо EGFP.
Клетки HEK293T (ATCC) трансфицировали пе-
речисленными выше конструкциями для получе-
ния временной экспрессии белка.

Спектроскопия и оценка яркости флуоресценции

Для измерения спектров поглощения и воз-
буждения/эмиссии флуоресценции использова-
ли спектрофотометр Cary 100 UV/VIS и флуорес-
центный спектрофотометр Cary Eclipse (Varian).
Яркость флуоресценции оценивали как произведе-
ние молярного коэффициента экстинкции и кван-
тового выхода флуоресценции. Измерения всех на-
тивных белков проводили в фосфатно-солевом
буферном растворе (PBS, pH 7,4, GIBCO). Для
определения молярного коэффициента экстинк-
ции мы использовали измерение концентрации
зрелого хромофора. EGFP и его мутанты были де-
натурированы щелочью в 1 М NaOH. Известно,
что в этих условиях GFP-подобный хромофор по-
глощает при 447 нм с коэффициентом экстинк-
ции 44000 М–1 см–1. На основе поглощения натив-
ного и денатурированного щелочью белков были
рассчитаны молярные коэффициенты экстинкции
для нативных состояний. Для определения кван-
тового выхода флуоресценции площади под кри-
вой спектров эмиссии флуоресценции мутантов
сравнивали с таковой для EGFP с тем же погло-
щением (квантовый выход 0.60).

Микроскопия

Для широкопольной флуоресцентной микро-
скопии использовалась система визуализации
Leica AF6000 LX с ПЗС-камерой Photometrics
CoolSNAP HQ. Флуоресцентные изображения
получали с использованием масляного иммер-
сионного объектива 63× NA1.4 и стандартного
набора фильтров GFP (возбуждение BP470/40,
эмиссия BP525/50). Флуоресцентные белки, иммо-
билизованные на смоле TALON, и живые эмбрио-
нальные клетки почки человека 293 (HEK293T),
культивируемые в среде DMEM (визуализацию
также осуществляли в среде DMEM) и экспресси-
рующие целевые белки в цитоплазме, визуализи-
ровали и обесцвечивали с использованием следу-
ющих настроек: для детектирования сигнала (25–
50 мВт/см2, выдержка 10–100 мс) и для фотообес-
цвечивания (~1 Вт/см2, выдержка 5 с). Фотообес-
цвечивание наблюдали при циклической съемке,
чередуя съемку при низкой интенсивности света с
воздействием облучения максимальной интен-
сивности (набор фильтров GFP). Изображения
были получены и количественно оценены с ис-
пользованием программ Leica LAS AF.
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Микроскопия времени жизни
флуоресценции очищенных белков

при однофотонном и двухфотонном возбуждении
Для флуоресцентных белков, несущих анион-

ные хромофоры, характерны расхождения спек-
тральных свойств при однофотонном и двухфо-
тонном поглощении [63]. Кроме того, описаны раз-
личия в кинетических характеристиках затухания
флуоресценции в зависимости от режима возбуж-
дения у зеленых ФБ с несколькими спектральны-
ми формами и светозависимыми переходами меж-
ду этими формами [64]. Поэтому для расшире-
ния информативности анализа времяразрешенного
сигнала измерение затухания флуоресценции всех
белков мы проводили как в однофотонном, так и
в двухфотонном режиме.

Фемтосекундные лазерные импульсы (часто-
та 80 МГц, 100 фс, до 25 нДж на импульс) из Ти-
тан-Сапфирового осциллятора (Tsunami, Spectra-
Physics), накачиваемого непрерывным зеленым
Nd:YVO4 лазером (532 нм, Millennia Prime 6sJ,
Spectra-Physics), преобразовывались во вторую
гармонику в нелинейном кристалле бората бария
(BBO, Model 3980, Spectra-Physics). Фемтосекунд-
ные лазерные импульсы на фундаментальной дли-
не волны совмещалось с излучением второй гар-
моники через длинноволновое дихроичное зерка-
ло (DMLP650, Thorlabs). Совмещенные лазерные
пучки заводились в инвертированный оптиче-
ский микроскоп Olympus IX71 через диэлектри-
ческий фильтр (FESH0750, Thorlabs) установлен-
ный под углом 45°, и фокусировались объективом
(40× 0.75NA UPlanFLN, Olympus) на образец,
который был помещен на 3-координатный сто-
лик. При каждом эксперименте был открыт только
один из лазерных пучков. Образцы были приго-
товлены в виде капель очищенных флуоресцент-
ных белков, растворенных в фосфатно-солевом бу-
фере (PBS, pH 7.4, GIBCO), нанесенных на стан-
дартное покровное стекло 24 × 24 мм (Heinz
Herenz, Germany). Средняя мощность лазера, до-
стигающая образца, точно настраивалась с помо-
щью поляризационного аттенюатора, состоящего
из полуволновой пластины и поляризационного
куба в каждом из пучков. Однофотонное возбуж-
дение флуоресценции в образце производилось
излучением второй гармоники при средней мощ-
ности до 10 мкВт на длине волны 490 нм. Двухфо-
тонное возбуждение выполняли при длине волны
980 нм и средней мощности лазера до 10 мВт. Флу-
оресценция образца, возбуждаемого фемтосекунд-
ным лазером, в обоих режимах проходила обрат-
но через объектив и фильтр, заводящий лазерное
излучение, а затем направлялась на вход полихро-
матора Acton SP300i с двумя отдельными выхода-
ми. Для регистрации флуоресцентных спектров

использовалась ПЗС-камера PI-MAX 2 (Princeton
Instruments) на первом выходе монохроматора.
Фотоэлектронный умножитель время-коррелиро-
ванной системы счета фотонов SPC-730 (Becker &
Hickl GmbH) на втором выходе детектировал ки-
нетику затухания флуоресценции в спектраль-
ном диапазоне 510–530 нм. Данные о времени
жизни флуоресценции были получены с исполь-
зованием программного обеспечения SPC Image
NG (Becker & Hickl, Germany), а затем экспортиро-
ваны в формате ASCII и проанализированы с ис-
пользованием программного обеспечения Origin
Pro 9 (OriginLab, США).
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Increasing the Fluorescence Brightness of the Superphoto-Stable EGFP Mutant
by Introducing Mutations Blocking the Chromophore Protonation

A. V. Mamontova*, A. M. Shakhov**,
A. P. Grigoryev***, K. A. Lukyanov****, and A. M. Bogdanov****, #
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**Semenov Institute of Chemical Physics RAS, ul. Kosygina 4/1, Moscow, 119334 Russia
***Lomonosov Moscow State University, Leninskie gory 1, Moscow, 119234 Russia
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The design of f luorescent proteins with increased photostability is an important practical task. One of the ap-
proaches to its solution is associated with the search for amino acid residues that play a key role in photo-
chemical reactions involving the chromophore. Previously, the effect of tyrosine-145 on the photooxidation
of the chromophore of the EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) was demonstrated. We designed
the mutant EGFP-Y145L, in which the efficiency of photooxidation and associated photobleaching were sig-
nificantly reduced. In this work, we are looking for the ways to increase the f luorescence brightness of this
mutant, introducing S205V and E222G substitutions and their combination in order to shift the pH equilib-
rium of the chromophore environment towards ionization of the chromophore. We showed that both mutants
with the S205V substitution carry mainly neutral chromophore, have low brightness and are capable of slow
photoactivation. They may be of interest for studying light-dependent proton transfer and, possibly, function
as time-resolved pH sensors. In the mutant EGFP-Y145L/E222G, as we expected, the chromophore resides
predominantly in anionic form. This protein is characterized by a f luorescence brightness that is 4 times high-
er than that of the original EGFP-Y145L and photostability is 1.5–5 times higher than that of EGFP.

Keywords: fluorescent proteins, GFP, photostability, fluorescence spectroscopy, photoinduced oxidation, chromo-
phore, excited state lifetime, ESPT
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