
МЕХАНИКА • СЛЕПКОВ АЛЕКСАНДР ИВАНОВИЧ

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ  
ПРОФ. РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ.  
СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ НА VK.COM/TEACHINMSU.

МЕТОДЫ 
МОЛЕКУЛЯРНОЙ 

БИОЛОГИИ 

СЕРГИЕВ
ПЕТР ВЛАДИМИРОВИЧ

ХИМФАК МГУ

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН 
СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ 
ПРОФ. РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ 

СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ.  
СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ 

НА VK.COM/TEACHINMSU.

ЕСЛИ ВЫ ОБНАРУЖИЛИ 
ОШИБКИ ИЛИ ОПЕЧАТКИ, 
ТО СООБЩИТЕ ОБ ЭТОМ, 
НАПИСАВ СООБЩЕСТВУ 
VK.COM/TEACHINMSU.

ХИМИЧЕСКИЙ 
ФАКУЛЬТЕТ  
МГУ ИМЕНИ 
М.В. ЛОМОНОСОВА



БЛАГОДАРИМ ЗА ПОДГОТОВКУ КОНСПЕКТА 
ВЫПУСКНИЦУ ХИМИЧЕСКОГО ФАКУЛЬТЕТА МГУ 

КАПИТОНОВУ МАРИНУ АНДРЕЕВНУ



 

МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ   
СЕРГИЕВ ПЁТР ВЛАДИМИРОВИЧ 

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ                                                                                                                                                       
ПРОФ РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ                                                                                                                                                 

СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ НА VK.COM/TEACHINMSU 

 

3 
 
 

 

Оглавление 

Лекция 1. Введение. ........................................................................................................... 5 

1.1 Предмет изучения молекулярной биологии. ............................................................... 5 

1.2. Модельные организмы. ................................................................................................ 5 

1.3. Бактерии. ........................................................................................................................ 6 

Лекция 2. Эукариоты. ..................................................................................................... 11 

2.1. Особенности генетических манипуляций над геномом E. coli. ............................. 11 

2.2. Археи. ........................................................................................................................... 11 

2.3. Эукариот. ..................................................................................................................... 12 

2.4. Дрожжи. ....................................................................................................................... 13 

2.5. Нематоды. .................................................................................................................... 15 

2.6. Дрозофилы. .................................................................................................................. 15 

Лекция 3. Микроскопия. Часть 1. ................................................................................ 17 

3.1. Мыши. .......................................................................................................................... 17 

3.2. Человек. ........................................................................................................................ 17 

3.3. Световая микроскопия. .............................................................................................. 18 

3.4. Флуоресцентная микроскопия. .................................................................................. 19 

Лекция 4. Микроскопия. Часть 2. ................................................................................ 21 

4.1. Методы введения флуорофоров в молекулы ДНК. ................................................. 21 

4.2. Суперразрешение. ....................................................................................................... 21 

4.3. Электронная микроскопия. ........................................................................................ 23 

4.4. Очистка компонентов клетки. ................................................................................... 24 

Лекция 5. Выделение компонентов из клеток. .......................................................... 26 

5.1. Центрифугирование. ................................................................................................... 26 

5.2. Хроматография. ........................................................................................................... 27 

5.3. Ультрафильтрация. ..................................................................................................... 29 

5.4. Гельэлектофорез. ........................................................................................................ 29 

Лекция 6. Генная инженерия. ........................................................................................ 31 

6.1. Электрофокусирование. ............................................................................................. 31 

6.2. Генетическая инженерия. Синтез ДНК. ................................................................... 33 

Лекция 7. Секвенирование. ........................................................................................... 38 



 

МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ   
СЕРГИЕВ ПЁТР ВЛАДИМИРОВИЧ 

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ                                                                                                                                                       
ПРОФ РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ                                                                                                                                                 

СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ НА VK.COM/TEACHINMSU 

 

4 
 
 

 

7.1. Секвенирование первого поколение. Секвенирование по Сенгеру. ...................... 38 

7.2. Секвенирование «нового поколения» (Next generation sequencing, NGS). ........... 38 

7.3. Искусственная экспрессия генов. .............................................................................. 46 

7.4. Введение ДНК в культуру клеток. ............................................................................ 47 

7.5. Выбор системы экспрессии. ...................................................................................... 48 

Лекция 8. Работа с геномом. .......................................................................................... 49 

8.1. Генно-инженерные манипуляции с культурами клеток. ........................................ 49 

8.2. Методы редактирования генома. ............................................................................... 50 

8.3. Генно-инженерные манипуляции с многоклеточными организмами. .................. 52 

Лекция 9. Методы спектроскопии ЯМР. ..................................................................... 55 

9.1. Строение прибора и одномерная ЯМР-спектроскопия. .......................................... 55 

9.2. Двумерная ЯМР-спектроскопия. ............................................................................... 57 

9.3. Изучение пространственной структуры и трёхмерная ЯМР-спектроскопия. ...... 58 

9.4. Изучение межмолекулярных взаимодействий и динамики. ................................... 60 

9.5. ЯМР-метаболомика. ................................................................................................... 61 

Лекция 10. Взаимодействие макромолекул. ............................................................... 62 

10.1. Рентгеноструктурный анализ. ................................................................................. 62 

10.2. Взаиодействия между макромолекулами в клетках. Метод со-выделения. ....... 63 

10.3. Двугибридная дрожжевая система. ......................................................................... 66 

 
 

  



 

МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ   
СЕРГИЕВ ПЁТР ВЛАДИМИРОВИЧ 

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ                                                                                                                                                       
ПРОФ РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ                                                                                                                                                 

СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ НА VK.COM/TEACHINMSU 

 

5 
 
 

 

Лекция 1. Введение. 
1.1 Предмет изучения молекулярной биологии. 

Среди молодых наук, находящихся на стыке биологии и химии, принято 
выделять биохимию, молекулярную биологию, клеточную биологию и физиологию. 
Биохимия занимается изучением преобразований мономеров, малых молекул и 
низкомолекулярных соединений, в то время, как молекулярная биология изучает синтез 
макромолекул и преобразования информации, связанные с ними (Рисунок 1.1.). 
Предметом изучения клеточной биологии является взаимодействие макромолекул 
между собой и каскады, а физиологии – строение тканей и межклеточная 
коммуникация.  

 
Рисунок 1.1. Роль молекулярной биологии в современной биологии. 

1.2. Модельные организмы. 

Важную роль в молекулярной биологии играют модельные организмы. Однако 
так как живых существ очень много, и все они обладают своими уникальными 
характеристиками, необходимо уметь правильно выбирать модельный организм для 
изучения того или иного процесса. 

Современная классификация организмов основана на схожести первичной 
структуры макромолекул, формирующих их. Она возникла после секвенирования 
последовательности рибосомальной РНК, которая лишь немного различается у разных 
видов. Современная классификация подразумевает разделение всех организмов на три 
крупных домена: эукариоты, бактерии и археи.  

При проведении исследований на модельных организмах выделяют два 
основных набора методов – это наблюдение и эксперимент. Наблюдение позволяет 
изучать части тела, поведение, последовательность ДНК, а так же корреляцию между 
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разными наблюдаемыми параметрами, эксперимент же позволяет вносить различные 
изменение в строение организма, что позволяет изучать причинно-следственные связи 
и функциональные роли.  

Молекулярная биология предполагает манипуляции с геномом организма, что 
требует определённого инструментария. Кроме того, необходимо иметь инструменты, 
позволяющие наблюдать результат изменений генома.  

Выбор того или иного модельного организма определяется возможностями и 
необходимостями. Возможность характеризуется такими параметрами как скорость 
роста, время смены поколений (бактерии размножаются быстрее млекопитающих), 
наличие инструментария для генетических манипуляций, наличие инструментария для 
анализа фенотипических изменений (не все изменения можно оценить глазом), 
изученность (малоизученные организмы тоже являются предметом внимания 
молекулярной биологии, так как они расширяют набор модельных организмов) и 
известность генетической последовательности генома. Необходимость изучения того 
или иного организма обусловлена возможностью «спроецировать» полученные 
результаты на организм человека, возможностью изучать различные патологии, 
инфекционные агенты, а так же важностью для биотехнологии. Те или иные процессы 
по-разному представлены среди разных групп организмов. Например, для изучения 
биосинтеза белка достаточно бактериальной культуры, для изучения сплайсинга – 
культуры дрожжей, а для изучения межклеточной коммуникации могут понадобиться 
уже более высокие таксономические группы.  

Секвенирование генома позволило выявить любопытную особенность. Кривая, 
отражающая корреляцию между количеством кодирующих белки областей в геноме и 
размером генома, растёт не постоянно: в какой-то момент она выходит на плато, что 
свидетельствует о том, что геном увеличивается, а объем кодирующих белки областей 
– нет. Эту особенность необходимо учитывать при выборе модельного организма. Так, 
например, размеры многих растений полиплоидны, что усложняет процесс их 
изучения.  

 1.3. Бактерии. 

Бактерии были открыты Антони ван Левенгуком. Их основной чертой является 
отсутствие оформленного ядра, то есть их ДНК находится в цитоплазме. Кроме того, у 
бактерий есть цитоплазматическая мембрана и клеточная стенка, а так же могут быть 
различные выступы для движения и обмена генетическим материалом (пили, флагеллы 
и т.д.). Бактерии делятся на грамм-положительные и грамм-отрицательные, что 
обусловлено отсутствием или наличием внешней мембраны: у грамм-положительных 
бактерий красится клеточная стенка, у грамм-отрицательных этого не происходит, так 
как над клеточной стенкой располагается ещё одна мембрана.  

Клеточная стенка состоит из полисахаридных цепей, которые сшиты 
небольшими пептидными мостиками. При этом у грамм-положительных бактерий в 
состав клеточной стенки входят тейхоевые кислоты, представляющие собой 
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биополимеры (Рисунок 1.2.). К грамм-положительным бактериям относятся многие 
патогенные микроорганизмы, например, золотистый стафилококк, вызывающий 
дерматит Риттера, а так же возбудители пневмонии, туберкулёза и проказы. Кроме 
того, грамм-положительными бактериями является множество продуцентов 
антибиотиков (стрептомицеты) и лактобактерии. Наконец, некоторые виды грамм-
положительных бактерий позволяют бороться с различными вредителями. Так, Bacillus 
thuringiensis продуцируют токсин, убивающий личинки комаров.      

 
Рисунок 1.2. Тейхоевая кислота.  

Среди грамм-положительных бактерий самым популярным модельным 
организмом является Bacillus subtilis, для которой разработан широкий 
инструментарий, позволяющий проводить манипуляции с геномом. Например, 
существуют шаттл-вектора, которые могут функционировать как в Bacillus subtilis, так 
и в E. coli. Кроме того, в отличие от E. coli, Bacillus subtilis образует споры, что может 
быть использовано при изучении процесса споруляции, актуального для возбудителя 
сибирской язвы. Так же у грамм-положительных бактерий значительная часть генома 
регулируется рибо-переключателями, что не наблюдается в случае кишечной палочки.  

Для изучения же продукции антибиотиков лучше всего подходит Streptomyces 
coelicolor. Известно, что большинство бактерий не размножаются в неволе, поэтому 
чтобы изучать их уникальные метаболиты, можно переносить их генетические 
последовательности в организмы культивируемых бактерий и в этом процесс тоже 
немалую роль играет Streptomyces coelicolor. 

Грамм-отрицательные бактерии значительно отличаются от грамм-
положительных, их внешняя мембрана содержит липополисахариды, состоящие 
гидрофобных липидных хвостов, заякоренных в мембрану, и полисахаридным 
фрагментом, торчащим наружу. Однако среди них так же много организмов, которые 
являются модельными в молекулярно-биологических исследованиях. Например, среди 
грамм-положительных бактерий много экстремофилов или организмов, способных 
выживать в экстремальных условиях. Так, бактерии вида Deinococcus radiodurans 
оказались устойчивы к воздействию радиоактивного гамма-излучения, которое 
используется для стерилизации различных продуктов и материалов. Thermus aquaticus 
же является представителем термофилов или организмов, способных жить при 
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повышенных температурах (вплоть до температуры кипения воды). Белки, выделенные 
из термофилов, кристаллизуются лучше, так как они устойчивее таковых у 
мезофильных бактерий. Кроме того, у экстремофилов могут наблюдаться интересные 
метаболические пути, которые могут быть использованы в биотехнологии.  

Ещё одними интересными представителями грамм-отрицательных бактерий 
являются магнетобактерии, которые способны окислять растворимые ионы Fe2+ до 
нерастворимой железной окалины Fe3O4, образующей шеренги из небольших гранул 
внутри клеток бактерий. 

Наконец, среди грамм-отрицательных бактерий есть микоплазмы, которые 
являются патогенными паразитами почти всех многоклеточных организмов. Что более 
интересно, так это тот факт, что микоплазмы обладают минимальным геномом 
(примерно несколько сотен тысяч пар оснований и всего около пятисот генов). 
Исследования на этих бактериях позволяют понять, какой минимум генов необходим, 
для создания живого организма с нуля. Так, с помощью культуры дрожжей и 
автоматического синтезатора в своё время был синтезирован полный геном этого 
орагнизма. Его поместили в клетку микоплазмы, предварительно лишённой 
собственного генома, при этом клетка продолжила функционировать.  

Ещё одной группой грамм-положительных бактерий являются цианобактерии, 
которые способны к фотосинтезу. Как и у растений, у цианобактерий двухступенчатые 
фото-системы, которое позволяют последовательно усваивать два кванта света, что 
даёт возможность использовать воду в качестве восстановителя. Именно из-за этого на 
начальных этапах развития жизни возможность окисления воды до кислорода привела 
к первому массовому вымиранию. Более того, появление кислорода в атмосфере могло 
стать причиной зарождения хищничества, как способа добывать питательные вещества 
за счёт окисления другого организма.   

Среди грамм-положительных бактерий так же есть много паразитов. Так, к 
данному классу бактерий относятся возбудители чумы, диареи, сифилиса и гонореи. 

Не стоит забывать, что помимо патогенных бактерий, нас окружает множество 
«полезных» бактерий, которые формируют нашу внутреннюю микрофлору. Данные 
микроорганизмы способны синтезировать витамины и стимулировать иммунитет. Так, 
было показано, что повреждение кишечника мыши, у которой предварительно с 
помощью антибиотика была уничтожена вся микрофлора, приводило к смерти 
животного, в то время как аналогичные травмы у мыши, не принимавшей 
антибиотиков, не оказываются летальными. Предотвратить смерть мыши можно, 
добавляя в её рацион питания липополисахариды. 

Представляет интерес и способ передвижения бактерий. В этом процессе 
задействованы флагеллы, которые вращаясь толкают бактерию вперёд. Вращение 
флагелл возможно против и по часовой стрелке. Если все флагеллы вращаются против 
часовой стрелке, бактерия движется вперёд, если же по часовой стрелке - бактерия 
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начинают разворачиваться. Такое движение в купе с хемотаксисом, позволяют 
бактериям выбирать правильное направление.   

Наиболее изученным модельным организмом является кишечная палочка 
(грамм-отрицательная бактерия). Она представляет собой вытянутую овальную клетку 
с множеством флагелл, кудрей (curls) и пилей. Геном E. coli представлен кольцевой 
ДНК, включающий в себя около 5 млн. п. н. Важно отметить, что более теплолюбивые 
штаммы имеют более богатый G/C-состав. Порядка 85% генома кишечной палочки 
кодирует белки, а рамки считывания у E. coli организованы в опероны, то есть на одну 
матричную РНК приходятся несколько разных типов белков.   

Культивация кишечной палочки в лабораторных условиях очень проста: она 
может расти как на жидких, так и в гелеобразных питательных средах, при этом 
удвоение количества клеток происходит каждые 30 минут.  

Для исследования фенотипических изменений E. coli можно оценивать скорость 
деления клеток, устойчивость к стрессовым условиям: высоким и низким 
температурам, окислительному стрессу (добавление к культуре перекиси водорода), 
кислотному стрессу, осмотическому стрессу (добавление избытка соли или сахарозы). 
Все эти виды стрессов типичны для кишечной палочки: с изменениями pH среды они 
сталкиваются при попадании в желудок, а с окислительным стрессом при действии 
иммунной системы. Стоит отметить, что для бактерий слабые кислоты являются 
гораздо более вредоносными токсинами, чем сильные, так как слабые кислоты 
способны проникать внутрь клеток, минуя гидрофобную мембрану. 

Оценить влияние генетических манипуляций помогает ауксотрофия или 
неспособность бактерий синтезировать некоторые жизненно важные вещества. E. coli 
дикого типа могут синтезировать все необходимые метаболиты, однако повреждение 
некоторых генов делает их зависимыми от наличия определённых компонентов в 
питательных средах.  

Ещё одним важным параметром является устойчивость к антибиотику, что 
позволяет проводить селекцию бактерий, выращивая их на обогащённых антибиотиком 
средах. Кроме того, оценивается подвижность бактерий и их морфология (некоторые 
штаммы образуют очень длинные или очень короткие клетки).  

При нехватке питательных вещество кишечная палочка впадает в «спящее» 
состояние, характеризующееся низкой активностью метаболизма. В таком состояниям 
клетки становятся гораздо устойчивее к внешним воздействиям: временная обработка 
антибиотиком «спящих» клеток не приводит к гибели бактерий. Более того, культура 
бактерии способна к саморегуляции, определяя какой процент бактерий выйдет из 
состояния сна, а какой останется спать при появлении в среде питательных веществ. 
Такая стратегия позволяет бактериям вырабатывать устойчивость к антибиотикам, так 
как выживание большой доли бактерий способствует большой вероятности 
обнаружения в такой популяции мутаций, приводящих к возникновению устойчивости. 
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Было показано, что за вероятность ухода в «спячку» отвечают некие генетические 
детерминанты, передающиеся по наследству.   

Важными фенотипическими проявлениями являются глобальные молекулярные 
фенотипы или изменения в соотношениях разных макромолекул (исследования 
протеома, транскиптома, метаболома, рибосомных профилей). Если же можно сделать 
предположение о том, какие именно макромолекулы изменят свою концентрацию, 
говорят о специфических молекулярных профилях (иммуноблот, репортеные 
конструкции, ПЦР). Репортерные конструкции позволяют оценивать изменения в 
экспрессии генов. Принцип их использования заключается в замене интересующего 
гена на маркерный ген, например, ген люциферазы, что удобно при оценке влияния на 
экспрессию большого количества генов.     
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Лекция 2. Эукариоты. 
2.1. Особенности генетических манипуляций над геномом E. coli. 

Генетическая инженерия позволяет проводить манипуляции над геномами 
модельных организмов. В её арсенале множество методов и инструментов, одним из 
которых являются плазмиды или короткие циклические фрагменты ДНК. Плазмиды 
характеризуются группами совместимости, которые представляют собой разные точки 
начала репликации (origin). Для того чтобы внутри одной клетки стабильно 
поддерживалось несколько плазмид, они должны иметь разные группы совместимости. 
Наиболее популярной группой совместимости для кишечной палочки являются 
плазмиды с точкой начала репликации ori colE1. Однако если внутри E.coli планируется 
поддерживать несколько плазмид, можно использовать ori p15A, ori pSC101, CloDF13, 
RSF1030. Важно так же учитывать, что плазмиды с разными точками начала 
репликации характеризуются разной копийностью. 

Для замены или изменения генов используют рекомбинацию. Для этого в клетки 
вносят короткий линейный участок ДНК, содержащий изменённый фрагмент и плечи 
гомологии, идентичные участкам ДНК в геноме вокруг изменяемого участка (Рисунок 
2.1.). Однако, важно помнить, что клетки кишечной палочки не воспринимают 
линейную ДНК, как генетический материал, и деградируют её с помощью RecBCD-
комплекса. Проблему удалось решить, воспользовавшись системой рекомбинации фага 
λ.   

 
Рисунок 2.1. Гомологичная рекомбинация. 

2.2. Археи. 

У архей, как и бактерий, нет оформленного клеточного ядра. Однако они сильно 
отличаются от бактерий. Например, мембраны их клеток состоят из совершенно 
непохожих на бактериальные липидов. Некоторые археи имеют выросты на 
поверхности, но и они отличаются по белковому составу от таковых у бактерий. Кроме 
того, среди архей тоже есть виды, содержащие минимальный геном (Nanoarchaeum 
equitans).  
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Археи по большой части экстремофилы. Их находили в районе «чёрных 
курильщиков», горячих источников, глубоко под землёй и в нефтяных скважинах. 
Некоторые из них являются симбионтами эукариот, например термитов. 

Археи представляют интерес для молекулярной биологии, так как они больше 
бактерий похожи на эукариот. Это делает их хорошими модельными организмами при 
исследовании различных белковых комплексов (рибосомы, трансляционные факторы и 
т.д. были изучены на археях). 

2.3. Эукариот. 

Эукариотическая клетка имеет оформленное ядро, в котором сконцентрирован 
генетический материал. Ядро не отделено от цитоплазмы непроницаемой мембраной, 
оно окружено цистернами ЭПР (эндоплазматического ретикулума), а потому имеет тот 
же ионный состав, что и цитоплазма, а малые молекулы могут диффундировать в ядро 
и обратно. ЭПР разделяется на гладкий и шероховатый (место дислокации 
синтезирующих рибосом). Кроме того, в состав клетки входит аппарат Гольджи, 
митохондрии, а транспорт веществ осуществляется за счёт везикул, представленных 
лизосомами, эндосомами, пероксисомами и т.д. 

Согласно симбиотической теории происхождения эукариот митохондрии и 
хлоропласты когда-то представляли собой самостоятельные организмы. Об этом 
свидетельствует наличие у этих органелл своего собственного генома, в котором 
закодировано небольшое число белков и много компонентов аппарата трансляции. 
Сходство генома митохондрии с геномом археи позволяет предположить, что именно 
организмы этого класса был когда-то поглощён предком эукариотической клетки. 

Известно, что у эукариот несколько линейных хромосом, в отличие от одной 
циклической у бактерии. Из этого правила, однако, есть исключения. Так, геном 
некоторых бактерий представлен несколькими кольцевыми молекулами ДНК или 
хромосомами, а среди эукариот есть организмы, содержащие всего одну хромосому 
(муравей Myrmecia pilosula). У эукариот действительно нет кольцевых хромосом, хотя 
некоторые виды дрожжей содержат плазмиды. Бактерии же далеко не так ограничены в 
формах представления генетического материала, так у некоторых видов 
стрептомицетов хромосома линейна.        

Наличие определённых органелл так же не является уникальной особенностью 
эукариот. Так, у простейшего Giardia lamblia нет митохондрий, хлоропластов, 
эндоплазматического ретикулума и аппарата Гольджи, что является продуктом 
редукции, связанным с паразитическим образом жизни. 

Эукариот, в отличие от бактерий, обладают цитоскелетом, представленным 
актиновыми филаментами (микрофиламенты, обеспечивают движение и 
прикрепление), микротрубочками (внутриклеточный транспорт) и промежуточными 
филаментами (механическая прочность клетки и ядра). При этом движение клеток 
эукариот обеспечивается актиновыми филаментами или жгутиками и ресничками. 
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У эукариот ДНК упаковывается в нуклеосомы, представляющие из себя 
комплекс гистонов, на который намотана ДНК. Стоит понимать, что не все эукариот 
обладают привычным нам ядром. Например, у реснитчатых простейших есть микро- и 
макронуклеус. Микронуклеус представляет собой хранилище генетической 
информации, в котором содержаться сконденсированные хромосомы. Макронуклеус же 
содержит множество небольших линейных активно транскрибирующихся участков 
ДНК. Микронуклеус может превращаться в макронуклеус, что происходит в процессе 
полового размножения. Когда два организма обмениваются микронуклеусами, один из 
них превращается в макронуклеус, что включает в себя вырезание части участков 
геном и деградация остальной части. Причём фермент выполняющий функцию 
вырезания генов похож по строению на транспозазу.  

Клетки эукариот не всегда так малы, как мы их себе представляем. Так, 
некоторые одноклеточные фораминиферы достигают 5 сантиметров, кроме того, яйца 
птиц тоже представляют собой единичную клетку.  

Наконец, как среди прокариот, так и среди эукариот много паразитических 
организмов. Например, возбудители малярии, лейшманиоза, сонной болезни и амёбной 
дизентерии являются простейшими.  

Клети эукариот обладают бОльшим разнообразием форм, чем клетки 
простейших. Так, панцирные жгутиконосцы и радиолярии способны образовывать 
сложные звёздчатые культуры. Внутри же многоклеточного организма клетки 
дифференцируются, выполняются различные функции и образуют различные типы 
тканей.  

2.4. Дрожжи. 

Дрожжи (Saccharomyces cerevisiae) являются самым популярным модельным 
одноклеточным эукариотическим организмом. Их клетки размером от 5 до 10 мкм 
неподвижны и размножаются почкованием. В список модельных организмов дрожжи 
попали из-за своей распространённости в бытовой жизни, хотя по своей структуре и 
метаболизму они очень мало напоминают типичных эукариот. Геном дрожжей немного 
больше бактериального генома (12 мбаз или 12 000 000 п.н. и около 6 000 генов).  

При том, что у дрожжей мало интронов, у них реализуется сплайсинг, чем они и 
заработали свою популярность в молекулярной биологии. Кроме того, дрожжи просты 
в культивации: они растут как в жидких, так и в твёрдых средах, хотя делают это они 
немного медленнее кишечной палочки.  

Фенотипическими маркёрам дрожжей является скорость роста колонии, 
ауксотофия, устойчивость к антибиотикам (используется реже). Ауксотрфия позволяет 
проводить селекцию культуры дрожжей, выращивая её на среде, в которой нахватает 
какого-то необходимого для конкретного штамма компонента. Селекция может быть 
положительной, когда отбираются организмы, в которых инактивированный ген 
восстанавливает свою функцию за счёт внесения генетической конструкции, 
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компенсирующей эту функцию, и отрицательной, когда отбираются организмы, в 
которых произошла дезактивация какого-либо гена. Например, работа гена ura3 
способствует превращению фтороротовой кислоты в токсичное производное, его 
дезактивация позволяет расти дрожжам в культуре, содержащей фтороротовую 
кислоту.  

Отрицательная селекция позволяет изучать влияние мутаций на активность 
ферментов. Так, в геноме дрожжей можно инактивировать гены ura3 и ген интереса, 
после чего внести плазмиду, содержащую функционирующие гены ura3 и ген интереса. 
Чтобы после этого получить культуры штаммов с различными мутациями в гене 
интереса, их обрабатывают библиотекой плазмид, не содержащих гена белка URA3, но 
содержащий ген интереса с мутациями в разных положениях. Обработка таких 
штаммов фтороротовой кислотой позволяет избавиться от клеток, в которых 
содержится две плазмиды и оставить только те, в которых осталась одна плазмида с 
мутантным геном интереса. Метод удобен, так как не требует внесения множества 
мутаций в ген интереса.    

У дрожжей есть два типа плазмид: 2μ (высококопийные плазмиды) и CEN 
(аналоги хромосом, низкокопийные). Так же у Saccharomyces cerevisiae в отличие от E. 
coli легко реализуется процесс гомологичной рекомбинации, и именно на них этот 
процесс был впервые исследован. Кроме того, дрожжи способны спорулировать, а так 
же обладают гаплоидным или диплоидным геномом. Споруляция происходит при 
объединении геномов двух гаплоидных клеток, при этом после мейоза образуется 
сцепленная тетрада клеток, которую можно разделить с помощью микроманипулятора. 
Процесс споруляции позволяет изучать классическую менделевскую генетику.  Так, 
если распределение аллелей среди потомков других эукариот имеет статистическое 
распределение, то в случае тетрады клеток это соотношение выполняется строго.  

Существуют библиотека нок-аутов более 6000 генов дрожжей, библиотека более 
4000 тагированных генов (генов, несущих метку на одном из концов), а так же 
библиотека 800 генов с индуцибельной экспрессий (промотор регулируется Tet-ON 
системой) (Рисунок 2.2). 

 
Рисунок 2.2. Тагирование, нок-аут и индуцибельная экспрессия гена. 
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 Навешивание меток позволяет изучать связывание белка интереса с другими 
участниками метаболизма, а индуцибельная экспрессия изучать гены, полный нок-аут 
которых по тем или иным причинам невозможен.  

2.5. Нематоды. 

Простейшим многоклеточным модельным организмом является круглый червь 
Ceanorhabditis elegans. Данный червь составляет в длину 1 мм, поэтому наблюдать за 
ним можно даже невооружённым глазом. Ceanorhabditis elegans впервые были 
выделены из навозной кучи и гнилых фруктов. При том, что черви способны к 
половому размножению, большинство особей являются гермафродитами и лишь 
небольшой процент популяции являются самцами. Полное развитие Ceanorhabditis 
elegans занимает всего несколько дней, в течение которых личинка вылупляется из 
яйца и проходит четыре этапа линьки, продолжительность же жизни данного организма 
составляет порядка двух недель.  

Геном Ceanorhabditis elegans представлен пятью хромосомами, что меньше чем 
у дрожжей, размером около 100 000 кб (килобаза или 1000 п.н.), а количество генов 
около 20 000, что примерно соответствует числу генов у высших эукариот. 
Культивация происходит на бактериальных газонах.  

Черви Ceanorhabditis elegans позволяют изучать биологию развития, так как он 
состоят из счётного количества клеток. Так, известно, что 131 клетка погибает от 
апоптоза в ходе развития червя, а взрослая особь состоит из 959 клеток. Кроме того, на 
данном модельном организме удобно изучать процессы старения, что связано с 
небольшой продолжительностью жизни.  

Особый интерес представляет поведение Ceanorhabditis elegans. Известно, что 
перемещение между гнилыми фруктами у данных червей часто происходит в желудке 
поедающих их слизней. В ходе этот перемещения черви находятся в тяжёлых для себя 
условиях из-за недостатка питательных веществ, в которых личинки способны 
переходить в дауэровскую форму, при этом у них зарастает рот и замедляется 
метаболизм.  

На Ceanorhabditis elegans проводиться классические генетические опыты, 
изучается морфология, поведение, развитие. Кроме того, широко развиты различные 
молекулярно-биологические методы исследования, включая РНК интерференция. Этот 
метод не применим к дрожжам, так у них не реализуется процесс интерференции. 

2.6. Дрозофилы. 

Drosophila melanogaster или плодовая мушка – ещё один излюбленный в 
молекулярной биологии модельный организм. Размер этих существ составляет порядка 
2,5 мм. Они имеют два биологических пола, а их жизненный цикл включает в себя 
стадии яйца, личинки, куколки и взрослого организма. Развитие занимает 8-11 дней, а 
продолжительность жизни составляет 4 недели. Культивация Drosophila melanogaster 
происходит в пробирках с питательной средой. 



 

МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ   
СЕРГИЕВ ПЁТР ВЛАДИМИРОВИЧ 

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ                                                                                                                                                       
ПРОФ РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ                                                                                                                                                 

СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ НА VK.COM/TEACHINMSU 

 

16 
 
 

 

Геном представлен тремя хромосомами, длиной примерно 140 000 кб и 
содержит порядка 14 000 генов. Интересной особенностью генома плодовой мушки 
являются политенные хромосомы в слюнных железах. Такие хромосомы представляют 
собой продукт репликации без расхождения хромом, в результате чего появляются 
протяжённые многослойные структуры. При окрашивании они позволяют исследовать 
различные хромосомные перестройки, такие как инсерции и делеции (инделы).  Кроме 
того, чередование тёмных и светлых участков при окрашивании политенных хромосом 
представляет собой уникальный бар-код, позволяющий определять место на хромосоме 
и изучать сцепленность признаков.  

Для плодовых мушек разработан широкий инструментарий, позволяющий 
проводить различные манипуляции с геномом. Более того существует множество 
морфологических признаков, позволяющих оценивать нарушения при развитии 
(появление лапок вместо усиков, образование дополнительной пары крыльев и т.д.).  
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Лекция 3. Микроскопия. Часть 1. 
3.1. Мыши. 

Mus musculus - самый известный модельный организм. Продолжительность их 
жизни составляет 2-3 года, половое созревание составляет 2 месяца, а беременность 
длиться 3 месяца. Геном мышей состоит из 19 хромосом и ~24 000 генов. Геном Mus 
musculus похож по своей структуре на геном человека: в нём много некодирующих 
областей и «генных пустынь». 

Раньше генетические манипуляции над мышами проводились через стволовые 
клетки, которые подсаживали в бластоцисту эмбриона, после чего рождался мышонок с 
мозаичным генотипом, потомство которой уже имело необходимый генотип. В 
настоящее время большинство генетических манипуляций проводится на зиготе, что 
позволяет избежать стадию «мозаичной» мыши. 

Мыши позволяют изучать широкий спектр патологий, включая генетические 
заболевания, которые по этическим соображениям невозможно изучать на людях. 
Однако мышь не всегда является адекватной моделью, что привело к созданию техники 
гуманизации. Данная техника подразумевает замену мышиных генов на аналогичные 
гены человека. 

3.2. Человек. 

Геном человека представлен 46 хромосомами (22 пары аутосом и две половые 
хромосомы) с протяжёнными интронами. По этическим соображениям человек не 
может быть использован в качестве модельного организма, однако потребность в 
адекватных моделях, которые не всегда получается реализовать на модельных 
организмах, толкает молекулярную биологию к созданию альтернатив. На 
сегодняшний день допустимо проводить исследования на клеточных культурах, однако 
важно понимать, что большинство клеточных культур представлено раковыми 
клетками, процессы в которых отличны от таковых в здоровых клетках. Первичные же 
культуры не могут бесконечно делиться из-за предела Хейфлика. 

Следующим по точности приближением является технология «человек на чипе» 
(man on a chip). Метод базируется на системе микрофлюидики, которая соединяет 
между собой отсеки с различными типами клеток.  

Наконец, влияние мутаций на фенотип человека может быть изучено с помощью 
полногеномного поиска ассоциаций (Genome Wise Association Studies, GWAS). 
Недостатком метод является большое число вариативных участков между пациентом и 
здоровым человеком, среди которых надо выявить ответственные за проявление 
болезни. Для решения данной проблемы используют два метода. Первый из них – 
анализ больших семей, так как у родственников, как правило, геномы схожи, что 
позволяет исключение влияние большого числа полиморфизмов. Второй способ – 
многоцентровые международные исследования, которые позволяют исключить 
вариации, связанные с национальностью. Полученные данные проходят 
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статистическую обработку, которая позволят вычленить мутацию, ответственную за 
развитие болезни. Однако после того как мутация была найдена, необходимо 
продемонстрировать её пагубное влияние на модельных организмах или культурах 
клеток.    

3.3. Световая микроскопия. 

После выбора модельного организма необходимо подобрать правильный 
инструментарий для поведения молекулярно-биологических исследований. Так как 
большинство структур, изучаемых молекулярной биологией, крайне малы и не видны 
невооружённым глазом, важную роль в данной области науки играют 
микроскопические методы. Микроскопия делится на оптическую микроскопию и 
электронную микроскопию, которые различаются длиной волны, определяющей 
теоретически возможное разрешение: в световой микроскопии это длина волны света, и 
разрешение не более 100 нм, а в электронной микроскопии разрешение порядка 
десятых нанометра.   

Разрешение светового микроскопа определяется по формуле 𝐷 = !,#$%
&'()*

, где 

λmin = 450 нм, N = 1, α = 70° (угол между объективом и образцом), то есть D = 300 нм. 
При этом под разрешением подразумевается минимальное расстояние, на котором 
объекты не начинают сливаться. Улучшить разрешение позволяет размещение слоя 
воды или масла между объективом и образцом (иммерсионная микроскопия).  

В световом микроскопе клетки прозрачны, так как не происходит поглощение 
света. Для того чтобы разглядеть более мелкие объекты используют фазовый контраст. 
Принцип фазово-контрастной микроскопии заключается в смещении фазы колебаний 
волны света при прохождении через образец. При этом свет, фаза колебаний которого 
не изменилась, гасится, что позволяет наблюдать только тот свет, который прошёл 
через образец.  

Повысить контрастность в световом микроскопе позволяет окрашивание. 
Примерами этого метода является окрашивание по Грамму, окрашивание 
специфическими антителами, конъюгированными с ферментами, катализирующими 
цветную реакцию и т.д.  

Подготовка образцов происходит с помощью криотопа или микротома. В 
криотопе нарезание образца происходи после его предварительного замораживания, а в 
микротоме после помещения образца в парафиновые блоки.  

Помимо фазового контраста используется дифференциальный 
интерференционный контраст. Свет в данном методе, проходя через поляризатор, 
разбивается на два луча, которые проходят через образец с небольшим сдвигом фаз, 
после чего они вновь собираются и улавливаются вторым поляризатором. Два луча 
света будут гасить друг друга при проходе через второй поляризатор, однако если лучи 
прошли через образец, их фаза сместиться настолько, что гашение не произойдёт. 
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Таким образом, будет виден только тот свет, который изменил свою фазу при 
прохождении через образец.  

3.4. Флуоресцентная микроскопия.   

В широкопольной флуоресцентных микроскопах принципиально, чтобы 
источник света испускал фотоны с одинаковой длиной волны. Такие источники 
расположены с той же стороны, что и объектив, так как улавливается не проходящий 
свет, а испускаемые флуорофорами, находящимися в исследуемом образце. Однако у 
такой микроскопии есть недостаток – это размытие изображения из-за того, что в 
толстых образцах часть флуорофоров находится вне фокуса.  

Помимо широкопольной микроскопии применяется конфокальная 
флуоресцентная микроскопия. Он позволяет получить более чёткое изображение за 
счёт фокусировки лазерного луча таким образом, что только свет, исходящий из 
конкретной плоскости не поглощается. Свет же от остальных плоскостей в объектив не 
попадает. То есть такой метод позволяет поточечное сканировать объект, что не всегда 
хорошо, так как такая концентрация фотонов в одной точке вызывает выгорание 
флуорофоров. 

Выгорание флуорофоров не всегда плохо для исследований. Этот эффект 
используется в методе FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching, 
Восстановление флуоресценции после фотовыжигания), который позволяет оценить 
подвижность белка в клетке. Так, определённый участок в клетке намеренно 
подвергают выгоранию и наблюдают за тем, насколько быстро соседние флуорофоры 
заполняют обесцвеченный участок. 

Наиболее простым способом введения флуорофоров в клетку является менее 
биополимеров низкомолекулярными флуоресцентными фрагментами. Существует 
множество интеркалирующих красителей, позволяющих окрашивать ДНК, например, 
DAPI (4’,6-диамиидно-2-фенилиндол). Кроме того, можно окрашивать и 
низкомолекулярные вещества, даже ионы. Так, хелатирующий агент Fura-2 
флуоресцирует при связывании ионов кальция (Рисунок 3.1.). 
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Рисунок 3.1. Флуорофоры А) DAPI; Б) Fura-2. 
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Лекция 4. Микроскопия. Часть 2. 
4.1. Методы введения флуорофор в молекулы ДНК. 

По аналоги с РНК в ДНК можно вводить различные флуоресцентные зонды. 
Например, гибридизация позволяет создавать зонд, комплементарный конкретной 
части хромосомы. Существует даже техника создания зондов на целые хромосомы. Для 
этого хромосомы сначала красятся интеркалирующим красителем, затем на сортере 
сортируются индивидуальные митотические хромосомы, после чего выделяется 
фракция индивидуальных хромосом и к ним подбираются зонды. 

Кроме того, можно использовать зонды на конкретные хромосомы одного 
организма и с их помощью красить соответствующие хромосомы другого организма. 
Это позволяет наблюдать крупные структурные перестройки, произошедшие при 
эволюции этих видов от общего предка.    

4.2. Суперразрешение. 

Основной проблемой световой микроскопии является дифракционный предел, 
который ограничивает максимально достижимое разрешение. В последнее время 
появилось несколько методов «суперразрешения», позволяющих улучшить 
изображения, получаемые с помощью световой микроскопии.  

Первым из них является SIM (Structured Illumination Microscopy, микроскопия 
структурированного освещения). Метод подразумевает структурированное освещение 
образца, при этом свет проходит через две решётки, угол между которыми меняется со 
временем. В итоге получается несколько снимков, объединение которых с помощью 
программного обеспечения позволяет реконструировать исходное изображение с 
разрешением выше дифракционного предела. 

Второй метод «суперразрешения» называется STORM (Stochastic optical 
reconstruction microscopy, Стохастическая оптическая реконструкционная 
микроскопия). Метод позволяет различать индивидуальные молекулы за счёт 
использования специальных флуорофоров, в каждый момент времени лишь небольшая 
часть количества которого испускает фотоны. При этом получается пул изображений, 
на которых видно свечение лишь части молекул, из-за чего не происходит наложения 
сигналов от разных флуорофоров.  

Ещё один метод TIRF (Total internal reflection fluorescence, Флуоресцентная 
микроскопия полного внутреннего отражения) позволяет повышать разрешение 
изображения за счёт направления света на образец под углом Брюстера. При этом свет 
не полностью отражается от образца, а попадает в прилегающий к предметному стеклу 
и только свет от флуорофор, находящихся в этом слое, попадает в объектив. Таким 
образом, метод позволяет изучать молекулы, находящиеся в поверхностном слое 
образца, например, те, которые контактируют с поверхностью клеток.  

Кроме того, на TIRF основаны методы наблюдения за индивидуальными 
молекулами in vitro. Немаловажную роль в этом играет FRET (Förster resonance energy 
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transfer, Фёрстеровский перенос энергии), заключающийся в том, что в ходе 
флуоресценции флуорофоры поглощают свет в одной области, а испускают в другой, 
более длинноволновой. Подбор двух флуорофоров, у которых области испускания и 
поглощения перекрываются, позволяют наблюдать эффект передачи энергии между 
ними двумя, если они находятся в непосредственной близости друг от друга. 
Эффективность передачи энергии зависит от расстояния между флуорофорами по 
формуле k ~  1/r6  . FRET позволяет определить взаимодействуют ли две белка между 
собой.  

Кинетика взаимодействия индивидуальных молекул характеризуется 
несколькими параметрами, в том числе временем нахождения двух молекул в контакте. 
Для оценки данного параметра используется комбинация FRET и TIRF. Так как 
биохимические процессы включают несколько последовательных реакций, каждая из 
которых характеризуется своей константой скоростью, можно иммобилизовать разные 
меченые флуорофором-донором (или акцептором) молекулы-участники такого 
процесса на поверхности слайда. Слайд обрабатывается раствором, содержащим 
партнёров иммобилизованных молекул, несущих флуорофор-акцептор (или донор). 
При взаимодействии молекул наблюдается эффект FRET, позволяющий наблюдать за 
эффективностью контакта каждой отдельной пары.  

Помимо взаимодействия белков комбинация FRET и TIRF позволяет изучать 
процесс отжига олигонуклеотидов, процесс образование пептидной связи в ходе 
трансляции и т.д. Последний процесс подразумевает довешивание донорного и 
акцепторного флуорофоров на две тРНК, соответствующие соседним кодонам в 
последовательности мРНК.   

Ещё один метод, основанный на флуоресценции, но не связанный с 
микроскопией – это проточная флуоресцентная цитометрия (Fluorescently activated cell 
sorter, FACS). Меченые разными флуоресцентными красителями клетки могут быть 
пересчитаны и рассортированы с помощью сортера и цитометра. При этом клетки по 
одной пропускаются через тонкий капилляр, перпендикулярно которому идёт луч 
лазера, попадающий в детектор. Флуоресценция клетки фиксируется детектором, 
сигнал с которого передается на компьютер. Клетки могут быть просто пересчитаны, 
тогда в результате формируется точечная диаграмма, отражающее распределение 
клеток по длинам волн флуоресценции. Кроме того, клетки могут быть 
рассортированы, тогда они в зависимость от длины волны их флуоресценции 
приобретают положительный или отрицательный заряд. Далее клетки попадают на 
электроды, которые направляют ток в различные пробирки в зависимости от 
клеточного поверхностного заряда.  

Примером использования флуоресцентной проточной цитометрии является 
изучение перехода бактерий в «спящее» состояние. Флуоресцентные белки-таймеры в 
«спящих» бактериях будут испускать свет с длиной волны, соответствующей «старым» 
белкам. В активных же клетках из-за постоянного синтеза новых белков-таймеров, они 
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будут испускать свет с другой длиной волны. Сортировка колонии таких бактерий 
позволяет оценить, какой процент бактерий находится в «спящем» состояние, а какой - 
в активном состоянии.  

Кроме того, проточная цитометрия позволяет оценить влияние 
последовательности мРНК на эффективность её трансляции. Для этого в мРНК 
встраивается рандомизированая последовательность, а после последовательности гена 
белка встраивается последовательность гена флуоресцентного белка. Трансфекция 
клеточной культуры такой библиотекой позволяет оценить, в каких клонах 
эффективность синтез белка больше. 

4.3. Электронная микроскопия. 

Электронная микроскопия бывает просвечивающей (пучок электронов падает на 
образец и проходит, попадая не детектор) и сканирующая (детектируются рассеянные 
электроны). Просвечивающая микроскопия требует введения в образец тяжёлых атомов 
и позволяет с высоким разрешением изучать субклеточные структуры, например, 
микротрубочки или индивидуальные белки.  

Внесение тяжёлых атомов возможно с помощью растворов солей тяжелых 
металлов, либо напыления металлической плёнки на исследуемый образец. Кроме того, 
с помощью антител можно избирательно ввести частицы золота в определённые 
биополимеры или органеллы, например, лизосомы или рибосомы. Помимо частиц 
золота можно вносить и кластеры из нескольких десятков атомов золота. Сканирующая 
электронная микроскопия имеет меньшее разрешение и позволяет изучать 
надклеточные структуры, например, зерна пыльцы.  

Максимальное разрешение электронной микроскопии позволяет различать 
атомы. Развитие этой технологии привела к появлению криоэлектронной томографии, 
которая позволяет изучать трёхмерную структуру нано-объектов. Принцип метода 
следующий: молекулы нанесены на подложку, которая может вращаться; при вращении 
образец снимается с разных углов, в полученный набор изображений объединяется в 
3D-изображение. 

Криоэлектронная томография славы не сыскала, однако пришедшая ей на смену 
криоэлектронная микроскопия была отмечена Нобелевской премией. У метода 
несколько достоинств: он не требует внесение тяжёлых металлов и кристаллизации, а 
съёмка множества идентичных объектов, лежащих на подложки произвольным 
образом, позволяет улучшить качество 3D-изображения. При подготовке образца капля 
воды наносится на графитовую решётку и образует тонкую плёнку, которая далее 
быстро замораживается в жидком этане (у этана выше теплопроводность, чем у азота). 
Быстрая заморозка позволяет избежать образования кристаллов и получить 
стекловидный лёд, не мешающий исследованию образца. С помощью 
просвечивающего электронного микроскопа снимается изображение множества 
молекул, застывших в разных ориентациях на подложке. Пул полученных изображений 
молекул классифицируется по схожести, после чего происходит усреднение с 
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вычленением общих черт каждой проекции, затем строится 3D-структура, которая в 
ходе нескольких итераций уточняется. В итоге разрешение полученного изображения 
достигает нескольких ангстрем.  

Улучшить разрешение позволяют камеры, снимающие изображение в реальном 
времени. Важность этого процесс обусловлена постоянными колебаниями и 
вибрациями в нано-объектах, камеры же помогают внести поправку на смешение. 
Более того, с течением времени ток электронов деформирует объект, съемка же в 
реальном времени помогает избежать данного явления. 

На первых порах метод был чувствителен к конформационной и химической 
частоте образца, однако усовершенствование компьютерных методов позволило 
различать конформации, а также связывание биополимеров с лигандами. 

Формирование образца с разрешением по времени позволяет анализировать 
динамику биологических процессов, так как подразумевает заморозку спустя различное 
время после смешения компонентов биохимической реакции. Так же полезным для 
изучения кинетики стала комбинация результатов данной технологии с результатами, 
полученными в ходе флуоресцентной микроскопии при участии эффекта FRET. 

4.4. Очистка компонентов клетки. 

Изучение биологических макромолекул часто подразумевает их выделение и 
очистку. 

Для начала необходимо разрушить клетки. С помощью лизоцима можно 
повредить мембрану клетку бактерий, что упростит процесс разрушения, однако эта 
стадия необязательна. Чтобы разрушить клетки бактерий достаточно нескольких этапов 
заморозки-разморозки с добавлением детергентов. Более мягким способом разрушения 
является перетирание пасты клеток с частицами окиси алюминия. Кроме того, для 
разрушения клеток можно воспользоваться ультразвуковой обработкой суспензии 
клеток (образование пузырьков с пониженным давлением приводит к разрыву клеток, 
попавших в них), но важно понимать, что это более жёсткий метод, и он может 
сказаться на качестве выделяемых биополимеров. Предварительно суспензия клеток 
охлаждается, а ультразвук подается импульсами, чтобы избежать нагревания. Наконец, 
для разрушения больших объёмов клеток используется французский пресс, который 
создаёт пространство с повышенным давлением, к которому клетки приспосабливается, 
однако последующий резкий спад давления приводит к их разрыву.  

Для разрушения клеток дрожжей используется фермент литиказа. Их так же 
можно перетирать в ступке, но не с окисью алюминия, а в присутствии жидкого азота. 
Кроме того, существует множество гомогенизаторов типа bead beater, которые 
перетирают культуру дрожжей в присутствии стеклянных шариков.  

Клетки млекопитающих разрушаются легко, если они находиться в культуре (от 
подложки их отделяют трипсином в присутствии ЭДТА). Клетки разрушают в 
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гипотоническом растворе (раствор с низкой ионной силой) в гомогенизаторе Даунсона. 
Для гомогенизации тканей используют гомогенизаторы типа bead beater. 
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Лекция 5. Выделение компонентов из клеток. 
5.1. Центрифугирование. 

После получения лизатов необходимо выделить исследуемые компоненты. 
Важный метод, позволяющий разделить лизат на фракции, – это центрифугирование, 
представленное широким многообразием методик. Процесс седиментации 
макромолекул или их оседания характеризуется коэффициентом седиментации, 

который рассчитывается по формуле 𝑆!",$ =
%!&'
()*

	[Св], где D – это диаметр частицы, 

Δρ – разница плотностей частицы и растворителя, η – вязкость растворителя, а Св – 1 
сведберг.  

Все центрифуги делаться на центрифуги с роторами с фиксированным углом 
(чаще всего используется для отделения осадка) и с бакет-роторами (пробирки с 
образцом в ходе вращения принимает горизонтальное положение). Кроме того, 
центрифугирование может быть градиентным, с отделением осадка или с разделением 
фаз.  

Одной из самых простых и распространённых является настольная центрифуга. 
Её максимальная скорость достигает 14 000 rpm (revolution per minute, оборотов в 
минуту (об/мин)), и она позволяет работать с образцами объёмом до 2 мл. Чаще всего 
такие центрифуги представлены моделями с фиксированным углом. Настольные 
центрифуги позволяют отделение осадка супернатанта, а так же различные фазы 
образцов. 

Более продвинутыми являются препаративные центрифуги, которые способны 
развивать скорость до 20 000 rpm и работать с образцами объёмом до 1 л. Они 
представлены конструкциями, как с роторами с фиксированным углом, так и с бакет-
роторами. Подобные центрифуги позволяют отделять компоненты клеточных стенок от 
белков и нуклеиновых кислот после лизиса. 

Наконец, самыми мощными являются ультрацентрифуги, скорость вращения 
которых достигает 90 000 rpm (в некоторых случаях 200 000 rpm). Они пригодны для 
работы с образцами объёмом от 100 мкл до 50 мл. Ультрацентрифуги могут быть как 
настольными, так и напольными, а так же с различными вариантами роторов. Он 
позволяют выделять органеллы и макомолекулярные комплексы. 

 Ультацентрифугирование на роторе с фиксированным углом позволяет 
разделять макромолекулы, которые образовывают осадки под действием центробежной 
силы. Это характерно, например, для рибосом. Для лучшего разделения рекомендуется 
использовать ступенчатый градиент.  

Градиентное центрифугирование на бакет-роторе позволяет улучшить 
параметры разделения макромолекул. Это происходит за счёт того, что передний край 
образца находится в более плотной среде и тормозится, в то время как задний край 
находится в менее плотной среде и движется быстрее. При этом слои разных фаций 
сжимаются и концентрируются. 
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Чтобы определить, какие макромолекулы попали в интересующую нас фракцию 
можно воспользоваться спектроскопическими методами. Например, оптическая 
плотность при 260 нм позволяет понять находятся ли в растворе нуклеиновые кислоты. 
Кроме того, при 260 нм поглощают рибосомы. Помимо спектроскопических методов 
для анализа применяются электрофорез или иммуноблотинг.  

5.2. Хроматография. 

Ещё одним методом, позволяющим разделять макромолекулы, является 
хроматография. При этом разделение лизата происходит при движении подвижной 
жидкой фазы через неподвижную твердую. Из-за различного сродства разных молекул 
к твёрдому носителю, они неравномерно движутся вдоль колонки. 

Существует множества вариантов хроматографии, из которых для молекулярной 
биологии особую важность играет гель-фильтрация. Данный вариант метода позволяет 
разделять молекулы по размеру, пропуская их через пористый носитель с различным 
размером пор (сефадексы, сефакрилы). При движении молекул вдоль колонки мелкие 
молекулы тормозятся, попадая в поры твёрдого носителя, в то время как крупные 
молекулы движутся без торможения, так как в поры носителя они не влезают. То есть 
крупные молекулы выходят первыми, а самые маленькие – последними.  

Важно понимать, что величина пор играет ключевую роль при разделении 
макромолекул. Очень мелкие поры не позволят поделить крупные белки, то есть размер 
пор должен примерно соответствовать размеру разделяемых белков. Кроме того, 
необходимо учитывать объём разделяемого раствора: объём раствора должен быть не 
больше одной десятой объёма колонки. 

Следующим вариантом хроматографии является гидрофобная хроматография, 
которая разделяет макромолекулы по степени их гидрофобности. Эффективность 
взаимодействия белков с гидрофобным раствором регулируется концентрации солей в 
подвижной фазе: чем больше концентрация солей, тем сильнее белки прилипают к 
гидрофобному твёрдому носителю.  

Разделять частицы по степени их заряженности позволяет ионная 
хроматография. При этом твёрдый носитель представляет собой иммобилизованные на 
подложке ионы (если это анионы, то такая колонка называется катионобменником, 
если это катионы, то такая колонка называется анионобменником). Важно понимать, 
что белки имеющий тот же заряд, что и твёрдый носитель с ним взаимодействовать не 
будут. Белки связываются с колонкой при низкой концентрации соли, повышение 
которой приводит к постепенному вымыванию белка в порядке повышения их заряда. 

В молекулярной биологии принято комбинировать несколько вариантов 
хроматографии, чтобы выделить интересующий нас белок. Так, гель-фильтрация 
позволяет избавляться от низкомолекулярных соединений, а ионообменная 
хроматография позволяет выделить фракцию белков с нужным зарядом.  
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Самый популярный вариант хроматографии в молекулярной биологии – это 
аффинная хроматография, в которой носитель представлен иммобилизованным 
лигандом. Метод позволяет избирательно выделять конкретный белок, основываясь на 
его сродстве к определённому лигандому. Элюирование в таком виде хроматографии 
проводится с помощью соединений, способных взаимодействовать с лигандом и тем 
самым конкурировать со связавшимся белком. Кроме того, элюцию можно проводить, 
изменяя рН, так как при этом в случае белков происходит смещение от 
изоэлектрической точки и приобретение заряда, мешающего взаимодействию. 

Далеко не для всех белков известен лиганд, который позволил бы избирательно 
выделить его из смеси, поэтому разработан ряд ухищрений, позволяющих обойти 
данную проблему. Во-первых, это введение в последовательность гена белка довесок, с 
которым взаимодействует неподвижная фаза. Метод удобен, но требует генно-
инженерных манипуляций. Аффинные довески разнообразны, чаще всего из них 
используется последовательность шести гистидинов (His6), которая связывается с 
ионами никеля. Твёрдый носители Ni NTA представляет собой хелатированные на 
твёрдой фазе ионы никеля. Элюция проводится раствором имидазола. Кроме His6 
используется довесок GST, подставляющий собой небольшой белок, который 
связывается с пептидом глютатионом, им же проводится элюция. Так же может 
использоваться взаимодействие антитела и Z-домена белка А золотистого 
стафилококка. Белок А позволяет стафилоккоку избегать иммунного ответа за счёт 
связывания с иммуноглобулинами G (IgG). Вариант позволяет избирательно выделять 
антитела из крови, при этом в роли твёрдой фазы выступает носитель с 
иммобилизованным белком А или G. 

Универсальным способом выделение является иммобилизация на носителе 
специфических антител к искомому белку. Однако стоит помнить, о том, что часто 
такие антитела необходимо получать самостоятельно. 

Рекордсменами по прочности является пара биотин-стрептовидин. При этом 
биотин – это низкомолекулярный лиганд, поэтому внести его в белок с помощью 
генной инженерией не получится. Однако его можно химически ввести в нуклеиновую 
кислоту или белок (некоторые пептиды метятся биотином с помощью биотинлигазы). 
Наконец, можно экспрессировать в культуре биотинлигазу, которая неспецифически 
пометит белки. 

Помимо антител выделить белки помогают белок-белковые взаимодействия. 
Если один из партнёров взаимодействия есть в распоряжении в чистом виде, его можно 
иммобилизовать на носитель и выделить второго участника взаимодействия. 
Иммобилизация при этом происходит при участии амино-групп остатков лизина или 
SH групп остатков цистеина, при этом реакция идет по механизму нуклеофильного 
замещения, поэтому в качестве носителя используются бромциансефарозу, 
гидроксисукцинимидные производные, этокси-группы или гидразидные группы, 
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взаимодействующими с альдегидами (иммобилизация гликозилированных белков, 
например, антител).  

5.3. Ультрафильтрация. 

При ультрафильтрации используется полупроницаемая мембрана, покрытая 
порами, размер которых меньше размера белков. Мембрана покрывается исследуемым 
раствором, содержащим белки, а затем центрифугируется. При этом жидкость будет 
проходить через мембрану вместе с низкомолекулярными соединениями, что позволит 
отделить биополимеры от малых молекул. Ультрафильтрация, как и диализ, позволяет 
сменить буфер, в котором был растворён белок. Это актуально при выделении белка, 
чтобы сменить элюирующий буфер на буфер, подходящий для хранения белка.  

Чтобы выделить один тип биополимеров, например, ДНК из смеси содержащий 
белки и РНК, можно воспользоваться ферментами, которые неспецифично расщепляют 
определённый класс макромолекул. Например, ДНКазы расщепляют ДНК, РНКазы- 
молекулы РНК, а протеаза – белки. Кроме того, удалить белки из смеси можно с 
помощью фенола, который денатурирует их, а при добавлении к водному раствору 
образует фазу, содержащую белки, но не нуклеиновые кислоты. Добавление же к 
образцу этанола в присутствии 3М ацетата натрия, позволяет высадить нуклеиновые 
кислоты. А осадить белки позволяет трифторуксусная кислота.   

5.4. Гельэлектофорез. 

Метод позволяет разделять биополимеры по размеру, внося их в гель, поры 
которого имеют определённый размер. После этого на гель подается напряжение, 
которое создает ток заряженных частиц вдоль геля, при этом решающую роль играет 
именно размер биополимеров. 

Нуклеиновые кислоты всегда заряжены отрицательно и их разделяют с 
помощью агарозного гельэлектрофореза или полиакриламидного геля. Агароза 
представляет собой порошок, который при плавлении и последующем охлаждении 
превращается в гель. Такой гель позволяет разделять двуцепочечную ДНК размером от 
50 до 20 000 п.н. (оптимальный промежуток сотни – несколько тысяч п.н.). В гель так 
же добавляется интеркалирующий краситель, позволяющий наблюдать расположение 
молекул в геле. Хуже окрашивается одноцепоченая ДНК и РНК, поэтому их разделение 
в агарозном геле проводится редко. 

Электрофорез в полиакриламидном геле проводится в вертикальном положении. 
Сам гель готовится из акриламида, который полимеризуется под действием инициатора 
полимеризации персульфата аммония и катализатора полимеризации TEMED. Кроме 
того, в смесь добавляется метиленбисакриламид для образования перекрёстных сшивок 
между цепями полимера. Чаще всего полиакриламидный гель проводится в 
денатурирующих условиях, то есть в присутствии мочевины. Визуализировать 
нуклеиновые кислоты в геле можно с помощью интеркалирующих красителей, 
окрашивания метиленовым синим, либо, вводя радиоактивные или флуоресцентные 
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метки. Наконец, с помощью полиакриламидного электрофореза раньше проводилось 
секвенирование небольших олигонуклеотидов по методу Максама-Гилберта. 

В настоящий момент в процессе секвенирования используется капиллярный 
электофорез, при этом нуклеиновые кислоты метяться флуоресцентной меткой, а 
дедукция происходит не вдоль капилляра, а по времени прохождении молекулы вдоль 
капилляра.  

Наконец, детектировать нуклеиновые кислоты позволяют некоторые варианты 
блоттинга, а именно Саузерн-блоттинг и Нозерн-блоттинг. Оба метода подразумевают 
разделение смеси нуклеиновых кислот с помощью электрофореза, затем перенос 
биополимеров из геля на мембрану под действием разности потенциалов. РНК или 
ДНК, оказавшись на мембране, пришиваются к ней под действием УФ-излучения, 
далее мембрана блокируется неспецифичной ДНК или РНК и обрабатывается 
последовательностями, меченными флуоресцентной меткой и комплементарными к 
искомой последовательности.  

Белки в отличие от нуклеиновых кислот разделяются только с помощью 
полиакриламидного электрофореза по Лэммли. Сложность с их разделением 
заключается в том, что разные белки заряжены по-разному, и чтобы заставить их 
двигаться в одном направлении и разделяться по размеру, к ним добавляются 
додецилсульфат натрия (SDS). Так как белок имеет гидрофобною часть, он вступает в 
реакцию с гидрофобными хвостами SDS, при этом белок приобретает отрицательный 
заряд и денатурирует. После этого исследуемый раствор наносят на полиакриламидный 
гель и разделяют, однако, на этом отличия белков от нуклеиновых кислот не 
заканчиваются. Полиакриламидный гель для белков состоит из двух частей, 
концентрирующего и разделяющего гелей. Такая комбинация из двух гелей позволяет 
сконцентрировать образцы и повысить разрешение разделения. Концентрирующий гель 
имеет большие поры, в то время как разделяющий гель имеет маленькие поры, что 
позволяет сжать область образца на стыке двух гелей (в концентрирующем геле белки 
движутся быстрее, чем в разделяющем). Кроме того два геля имеют разные рН, 
который влияет на свойства добавленного в гель глицина: в концентрирующем геле 
глицин не имеет заряда, а в разделяющем имеет отрицательный заряд и может 
проводить ток. Так как в любой момент времени через сечение геля должно проходить 
одинаковое число заряженных частиц, получается, что в концентрирующем геле белки 
движутся быстрее, чем в разделяющем, в котором помимо них заряд создают молекулы 
глицина.    
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Лекция 6. Генная инженерия. 

Зоны белка в полученном геле визуализируются за счёт различных красителей, 
например, Coomassie, нитрат серебра (для малых количеств) и различные 
флуоресцентные красители (SYPRO Ruby). 

Помимо просто окрашивания существуют метод Вестерн-блоттинга, который 
позволяет идентифицировать конкретный белок в исследуемом образце. Метод 
реализуется следующим образом: после разделения белков по Лэммли мелки 
переносятся на нитроцеллюлозную мембрану или PBDF-мембрану (для маленьких по 
размеру белков) под действием электрического напряжения в буфере для 
электрофореза. После переноса белков мембрана блокируется обработкой бычьим 
сывороточным альбумином и обрабатываются первичными антителами, узнающими 
интересующий нас белок. К полученному таким образом надмолекулярному комплексу 
добавляются вторичные антитела, конъюгированные с ферментом, продукт которого 
легко визуализируется. Чаще всего в роли такого фермента учувствует щелочная 
фосфатаза или пероксидаза хрена, катализирующая следующую реакцию: 

 
Рисунок 6.1. Хемилюминесценции люминола. 

6.1. Электрофокусирование. 

Электрофорез по Лэммли разделяет белки по массе, однако так как в образцах 
содержаться сотни тысяч различных видов белков, такое разделение не позволяет 
выделить индивидуальные из них (в клетках одна молекулярная масса может быть 
представлена сотнями разных белков). Повысить качество разделения протеома 
позволяет двумерный гель-электрофорез или электрофокусирование. Метод позволяет 
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разделить белки не только по массе, но и по значению изоэлектрической точке. На 
первой стадии происходит разделение по изоэлектронной точке. В трубке, вдоль 
которой будет происходить разделение, создается градиент рН и прикладывается 
напряжение. В итоге белки будут двигаться под действием электрического поля до тех 
пор, пока не потеряют свой заряд в своей изоэлектрической точке. Чтобы создать 
плавный градиент рН к системе добавляются различные амфолины (заряженные 
молекулы, у которых есть изоэлектрическая точка), играющие роль буфера. В отличие 
от гель-электрофореза, электофокусирование равновесный процесс, то есть время 
действия электрического поля на систему после достижения в ней равновесия не 
скажется на расположении белков. Более удобным вариантом метода 
электрофокусирования подразумевает использования полосок, а не трубок. Проблема с 
трубками заключалась в сложности извлечения геля из трубки.  

На следующем этапе к белкам, разделённым по изоэлектрической точки, 
инкубируются в SDS и разделяется гель-электрофорезом по Лэммли.  

Усовершенствованием данного метода является дифференциальный двумерный 
электрофорез. Результаты двумерного электрофореза в его базовом варианте сложно 
сравнивать между собой из-за обилия сигналов от разных белков. Чтобы решить эту 
проблемы все белки в двух сравниваемых образцах метятся двумя разными 
флуорофорами. Обычно для этого используются цианиновые красители Cy5,Cy3 или 
Cy2 (используется комбинация из красного и зеленого флуорофоров), присоединение 
которых к белкам происходит под действием N-гидроксисукцинимидных эфиров, 
взаимодействующих с лизином. Достоинством данных красителем является то, что они 
положительно заряжены и могут компенсировать потерю положительного заряда 
лизинов при связывании с флуорофорами.  

  После мечения белки из разных образцов смешиваются и проходят стадии 
электофокусирования и электрофореза по Лэммли. При совпадении количеств белков в 
обоих образцах на геле будет наблюдаться жёлтое пятно (зелёная флуоресценция + 
красная флуоресценция), а при несовпадении будет наблюдаться либо зелёное, либо 
красное свечение.  

Чтобы идентифицировать белки, наблюдаемые в геле после 
электрофокусирования и электрофореза, используется масс-спектрометрия, а именно 
его вариант MALDI (Matrix assisted laser desorption). Вариант подразумевает 
заключение исследуемого белка в матрицу из низкомолекулярных соединений, после 
чего она сжигается под действием лазера с образованием заряженных пептидов. Во 
время-пролётных масс-спектрометрах, которые чаще всего используются для MALDI, 
ионы попадают в магнитное поле и движутся к детектору, при этом аналитическим 
сигналом является время, за которое они проходят путь от попадания в спектрометр до 
детектора. Такой метод подходит для анализа маленьких белков, большие белки до 
введения в спектрометр расщепляются на пептиды с помощью трипсина. Для более 
точного анализа рекомендуется заранее посмотреть, на какие пептиды предполагаемый 
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белок расщепляется трипсином. Кроме того, метод чувствителен к чистоте образца, 
поэтому анализ надо проводить очень аккуратно. 

6.2. Генетическая инженерия. Синтез ДНК. 

Для многих методов изучения в молекулярной биологии нужны генно-
инженерные манипуляции. Например, многие варианты микроскопии, требуют 
экспрессии гибридных белков, кроме того, ряд хроматографических методов требует 
введение аффинного довеска в выделяемый белок.    

Инструменты, позволяющие манипулировать с ДНК, - это ферменты, а если 
точнее эндонуклеазы рестрикции, способные расщеплять определённую 
последовательность нуклеотидов. Разрезание может приводить образованию, как тупых 
концов, так и липких, когда цепи разрываются в разных местах. В свою очередь, 
липкие концы могут быть 5’-выступающими или 3’-выступающими, а так же 
совместимыми или несовместимыми.  

Кроме того, два фрагмента ДНК могут быть сшиты с помощью ДНК-лигаз. В 
генной инженерии чаще всего используется лигаза фага Т4, при этом важно, чтобы 
липкие концы были совместимы между собой. Это важно помнить, выбирая 
эндонуклеазы рестрикции, так как некоторые из них имеют различные сайты узнавания 
и сайты расщепления, то есть они могут разрезать любую последовательность, 
находящуюся недалеко от определённой последовательности. 

Чтобы воссоздать цепь ДНК на матрице другой цепи ДНК используется ДНК-
зависимая-ДНК-полимераза. Она удлиняет 3’-конец синтезируемой цепи. У ряда 
полимераз есть корректирующая активность (3-экзонуклеазная активность), которая 
позволяет удалять 3’-выступающие липкие концы. Это может полезно, в случае если 
стоит задача соединения двух цепей ДНК, липкие концы которых несовместимы. Тогда 
липкие концы удаляются или достраиваются, и лигирование идёт по тупым концам. 
Некоторые полимеразы позволяют создавать 3’-концы. Для этого к последовательности 
ДНК с тупыми концами можно добавить полимеразу и дезоксифосфат только однако 
вида, например, dTTP, при этом полимераза будет отщеплять основания на одной из 
цепей до тех пор, пока напротив нее не окажется остаток аденозина, комплементарной 
пары тимина. При этом получаются 5’-выступающие концы. 

В генной инженерии используется несколько вариантов полимеразы: фрагмент 
Клёнова (средняя полимеризующая активность, есть 3’-нуклеазная активность), T4 
ДНК-полимераза (сильная полимеризующая активность, есть 3’-нуклеазная 
активность), Taq-полимераза (термостабильна, нет 3’-нуклеазной активности).  

Синтезировать ДНК можно и на матрице РНК для чего используются обратные 
транскриптазы, характерные для вирусов. Они удлиняют 3’-концы и требуют наличие 
ДНК-праймера (хотя в природе используются и РНК-праймеры). Закончив синтез ДНК 
на матрице РНК, многие обратные транскриптазы, за счёт свей РНКазной активности, 
могут расщепить РНК матрицу в дуплексе РНК-ДНК. Используются обратные 
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транскриптазы вирусов AMV и MuMLV, помимо них получен ряд ферментов с 
помощью генетической инженерии. Обратные транскриптазы помогают 
экспрессировать белки эукариот в культурах прокариот. В клетках эукариот гены 
имеют прерывистую структуру и содержат интроны, которые бактерии вырезать не 
умеют, поэтому простая вставка гена их эукариот в геном прокариот не позволит 
синтезировать правильный белок. Обратные транскриптазы позволяют на базе 
матричных РНК, в которых в ходе сплайсинга были удалены интроны, получить 
последовательность гена без дополнительных элементов, мешающих экспрессии в 
клетках бактерий. 

Наконец, на базе ДНК можно получать РНК для чего нужны ферменты 
транскриптазы. Такие последовательности РНК могут быть изучены, быть введены 
обратно в клетки или играть роли зондов. РНК-полимеразы позволяют синтезировать 
НК на базе ДНК при этом им нужен праймер. Наиболее популярней РНК-полимеразой 
является РНК-полимераза фака T7, ей необходим короткий праймер известной 
последовательности. Недостатком же этой полимеразы является то, что синтез РНК она 
всегда начинает с гуанозина.  

Полинуклеотид киназа – ещё один важный фермент, добавляющий остаток 
фосфорной кислоты на 5’-конец, что используется для введения радиоактивной метки 
на конец ДНК. Корме того, остаток фосфорной кислоты на 5’-конце ДНК необходим 
для лигирования, так является субстратом лигазы фага Т4. Это необходимо в тех 
случаях, когда ДНК синтезируется химически. Обратным эффектом обладает щелочная 
фосфатаза, которая наоборот отщепляет 5’-концевой остаток фосфорной кислоты. 
Такая операция нужна для того чтобы после рестрикции плазмиды удалить фосфаты и 
встроить с помощью лигирования фрагмент, имеющий фосфата. Если этого не сделать, 
то плазмида с фосфатами на концах, с большей вероятностью замкнётся сама на себя, 
чем прореагирует с интегрируемым фрагментом.   

Как уже было сказано ранее, ДНК может быть химически синтезирована. Для 
этих целей используются автоматические синтезаторы, которые позволяют получать 
небольшие последовательности (до 120 нуклеотидов). В современной молекулярно-
биологической практике олигонуклеотиды синтезируется коммерчески предприятиями, 
а лаборатории приобретают у них необходимые им синтетические  
последовательности. 

Получить ДНК можно и выделением из клеток. Геномная или плазмидная ДНК 
выделяется обработкой фенолом с последующим высаживанием этанолом. Однако этот 
метод неудобен и в настоящий момент предпочтение отдается коммерчески доступным 
колонкам. Геномная ДНК может быть потом использована для проведения 
манипуляций с генами, находящимися в геноме. Для этого проводится ПЦР. 

ПЦР или полимеразная цепная реакция позволяет амплифицировать участок 
ДНК, значительно повысив его концентрацию в растворе. Метод подразумевает 
нагревание ДНК до расхождения комплементарных цепей, далее добавляется избыток 
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праймеров, комплементарных к концам интересующего нас фрагмента. После отжиге 
праймеров при понижении температуры на ДНК в ход вступает ДНК-полимераза, 
которая удлинит праймер до тех пор, пока не дойдет до конца матрицы. Циклический 
повтор изменений температуры позволяет увеличить количество исследуемого 
фрагмента ДНК в геометрической прогрессии (Рисунок 6.2.).    

В ПЦР используется несколько термостабильных полимераз, наибольшую 
популярность из которых снискала Taq-полимераза. Она быстро и легко начинает 
достройку цепи на матрице ДНК, однако из-за отсутствия 3’-экзонуклеазной 
активности допускает много ошибок (1 ошибка на 1 000 нуклеотидов). Более точной и 
менее быстрой являются Pfu-полимераза. 

 
Рисунок 6.2. Полимеразная цепная реакция. 

ПЦР позволяет решать множество задач помимо амплификации конкретного 
фрагмента ДНК. Этот метод позволяет выделить искомый участок из смеси, состоящей 
из множества различных фрагментов ДНК. Так, подбор правильных праймеров 
позволяет получить последовательность фрагмента ДНК из геномной ДНК. Это 
происходит за счёт того, что в ходе амплификации увеличивается только концентрация 
фрагмента, который находится между двумя праймерами, а не вся геномная ДНК. 
Однако важно понимать, что в ходе ПЦР образование коротких фрагментов на базе 
геномной ДНК начинается на втором цикле, а не на первом. Более того, длинные 
фрагменты, ограниченные только одним праймером, будут образовываться на каждом 
цикле, однако их концентрация будет увеличиваться в арифметической прогрессии, а 



 

МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ   
СЕРГИЕВ ПЁТР ВЛАДИМИРОВИЧ 

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ                                                                                                                                                       
ПРОФ РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ                                                                                                                                                 

СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ НА VK.COM/TEACHINMSU 

 

36 
 
 

 

не в геометрической, поэтому короткие фрагменты, ограниченные двумя праймерами, 
будут превалировать в растворе.     

Кроме того ПЦР позволяет определить, в каком месте геном находится та или 
иная последовательность, это задача встает при определении места интегрирования 
вектора (обратная ПЦР). Чтобы определить место встраивание, геномную ДНК 
обрабатывают нуклеазами рестрикции, которые расщепляют её на небольшие 
фрагменты. Полученные фрагменты с помощью ДНК-лигазы замыкаются сами на себя, 
а затем амплифицируются с праймерами, находящимися по краям встроенного 
фрагмента, но направленными не по направлению к фрагменту, а из вне, что позволяет 
амплифицировать соседнюю последовательность ДНК (Рисунок 6.3.).  

 
Рисунок 6.3. Схема обратной ПЦР. 

Амплифицировать можно не только геномную ДНК но и РНК. Для этого ПЦР 
проводят после обработки РНК обратной транскриптазой. Метод получил название 
ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), он позволяет получать последовательности 
генов без интронов, как было описано ранее. Кроме того, ОТ-ПЦР позволяет проводить 
анализ экспрессии генов, для чего нужно оценить количество определённой РНК в 
клетке. Учитывая, что при ПЦР количество ДНК растет в геометрической прогрессии, 
исходное количество матрицы будет влиять на число образующихся фрагментов. То 
есть чем больше было РНК того или иного гена в исходном образце, тем больше ДНК 
из него получится после ОТ-ПЦР. Этот процесс характеризует график амплификации, 
построенный в координатах концентрации образующейся ДНК от количества циклов. 
График характеризуется областью экспоненциальной фазы и плато, так как в какой-то 
момент в реакционной смеси заканчиваются праймеры или нуклеотиды, и ПЦР 
прекращается. Число циклов для достижения пороговой концентрации позволяет 
рассчитать количество исходной РНК, при этом важно иметь контроль для сравнения. 
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Важно уточнить, что оценка экспрессии генов требует каким-то образом 
оценивать рассчитывать количества ДНК на каждом цикле. Это позволяет осуществить 
количественная ПЦР (кПЦР), которая подразумевает добавление в реакционную смесь 
интеркалирующего красителя. Чаще всего в роли такого красителя выступает SYBR, 
однако из-то того что он встраивается в любую двуцепочечную ДНК, он не позволяет 
внести поправку на образование неспецифичных продуктов (в геноме много 
последовательностей, которые совсем незначительно отличаются от комплементарной 
праймерам). Поэтому помимо кПЦР имеет смысл проанализировать образовавшийся 
продукт с помощью гель-электрофореза. 

Избежать проблемы образования неспецифических продуктов позволяет 
технологии TaqMan. В ней вместо интеркалирующих красителей используется зонд, 
комплементарный к последовательности внутри гена. Этот зонд представляет собой 
короткий участок ДНК, меченный с обоих концов парой флуоофор-гаситель. Из-за 
небольшого размера такого участка флуорофор и гаситель сближены в пространстве, а 
потому флуоресценция не наблюдается. При гибридизации такой зонд оказывается на 
пути у Taq-полимеразы, удлиняющей цепь ДНК в ходе элонгации. Однако синтез не 
прекращается, так как Taq-полимераза обладает 5’-экзонуклеазной активностью, что 
позволяет ей расщепить встретившийся на пути зонд. При расщеплении флуорофор и 
гаситель отдаляются друг от друга в пространстве, и наблюдается флуоресценция. 
Таким образом, аналитический сигнал будет детектироваться только при совпадении 
двух условий: зонд узнал нужную последовательность внутри фрагмента ДНК, 
праймеры связались с нужной последовательностью на этом же фрагменте ДНК.  
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Лекция 7. Секвенирование. 
7.1. Секвенирование первого поколение. Секвенирование по Сенгеру.  

Секвениование по Сенгеру один из первых методов позволяющих определить 
последовательность нуклеотидов во фрагменте ДНК или РНК. На первом этапе 
секвенирования необходимо подобрать праймер, комплементарный началу 
последовательности. Это является существенным недостатком метода, так как не 
позволяет исследовать нуклеиновые кислоты, последовательность которых совершенно 
неизвестно. Праймер узнается ДНК-полимеразой или обратной транскриптазой. Чтобы 
визуализировать процесс на 5’-конец праймера вводят флуоресцентную или 
радиоактивную метку.   

Далее полученную смесь разделяют на четыре пробирки и в каждую добавляют 
набор дезоксинуклеозид-5’-трифосфатов (dA, dT, dG, dC). Кроме того в каждую 
пробирку добавляется один дидезоксинуклеозид-5’-трифосфат (ddA, ddT, ddG или ddC) 
(Рисунок 7.1.). Чтобы не работать с радиоактивными метками и сэкономить ресурсы, 
можно не разделять смесь на четыре фракции, а, используя вместо меченных 
праймеров меченные дидезоксинуклеозиды (каждый нуклеозид со своей длиной волны 
флуоресценцией), вести все реакции в одной пробирке.  

 
Рисунок 7.1. Дидезоксинуклезод-5’-трифосфат. 

Дидезоксинуклеозид-5’-трифосфаты включаются в последовательность, но на 
этом реакция синтеза останавливается, так как ни полимераза, ни обратная 
транскриптаза не могут присоединить следующий нуклеозид. При этом в каждой 
пробирке образуется набор продуктов, каждый из которых будет заканчиваться на том 
нуклеотиде, дидезоксинуклеозид которого был добавлен в пробирку.  

Далее полученные продукты необходимо проанализировать. Для этого 
используется капиллярный электрофорез, результатом которого является 
последовательность пиков, соответствующих разным буквам исследуемой 
последовательности. 

7.2. Секвенирование «нового поколения» (Next generation sequencing, NGS).   

Секвенирование «нового поколения» позволяет проводить несколько реакций 
секвенирования одновременно (1 000 000 – 1 000 000 000 реакций). Чтобы реализовать 
это необходимо предварительно амплифицировать образец, состоящий из разных 
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последовательностей. Для этого нужно ввести адаптеры или известные 
последовательности, комплементарные набору праймеров.  

Существует несколько вариантов решения поставленных задач. Их 
рассмотрение мы начнём с пиросеквенирования, реализуемого в секвенаторе Roche 
454. Метод позволяет секвенировать геномную ДНК. Для этого на первом этапе ДНК 
фрагментируется на фрагменты размером около 100 нуклеотидов (эту операцию можно 
проводить с помощью ультразвука). Далее к концам фрагментов присоединяются 
двуцепочечные адаптеры, один из которых несёт биотиновую метку. При этом чтобы 
отобрать только те фрагменты, которые несут два разных адаптера, а не два 
одинаковых, используется частицы с иммобилизованным на них авидином. Такие 
частицы связывают фрагменты ДНК, в которых есть один или два адаптера с 
биотиновой меткой, таким образом, избавляясь от фрагментов, в которых таких 
адапторов не оказалось. Далее необходимо избавится от фрагментов, в которых 
имеется две биотиновые метки. Для этого частицы нагревают, при этом происходит 
денатурация цепей ДНК, и в растворе оказываются только те последовательности, 
которые изначально входили в состав фрагментов, несущих два разных адаптера 
(Рисунок 7.2.).  
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Рисунок 7.2. Схема подготовки библиотеки для пиросеквенирования. 

Далее встаёт задача разделения разных фрагментов или концентрирование 
одинаковых фрагментов в одном месте. Решить эту задачу позволяет суспензионная 
ПЦР. Синтез новых цепей происходит на шариках, на которых иммобилизованы 
праймеры только к одному из двух адаптеров. К этим шарикам добавляется 
приготовленная на предыдущей стадии библиотека фрагментов ДНК. При этом 
концентрация библиотеки подбирается таким образом, чтобы на один шарик 
приходилась одна молекула ДНК. Далее к шарикам добавляется ПЦР-смесь, 
включающая в себя, помимо полимеразы, буфера и нуклеозидов, праймеры с биотином, 
комплементарные к другому адаптеру. Полученную смесь обрабатывают маслом при 
перемешивании, при этом образуются пузырьки водной среды в масле, каждый из 
которых содержит один шарик. После этого суспензия помещается в ПЦР-прибор и 
проводится реакция. 

В ходе ПЦР на шариках синтезируется цепь ДНК, которая оказывается 
пришитой к носителю, так как добавление нуклеозидов происходило к 
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иммобилизованному на шарике праймеру. После окончания синтеза цепи ДНК 
расходятся: одна из них остаётся пришитой к шарику, другая уходит в раствор, но 
остаётся в пузырьке, так как масло непроницаемо для ДНК. На этапе «отжига» 
праймеров ушедшая в раствор цепь ДНК гибридизуется с другим пришитым к шарику 
праймером, а цепь, которая и так была пришита гибридизуется с адаптером, меченным 
биотином. Начинается следующий цикл ПЦР (Рисунок 7.3.). 

Продуктом реакции являются частицы, на которых сконцентрированы 
одинаковые двуцепочечные фрагменты. Чтобы превратить их в одноцепочечные, к 
шарикам с фрагментами добавляются шарики с иммобилизованным авидином, который 
связывается с биотино на концах фрагментах. Дальнейшее нагревание приводит к 
образованию шариков с одноцепочечными фрагментами ДНК, причем на каждом 
шарике амплифицирована только одна конкретная последовательность. 

Чтобы провести несколько параллельных реакций секвенирований используются 
«нано-планшеты» с 400 000 лунок, в каждой из которых находится одна частица. Далее 
к каждой лунке по очереди добавляются нуклеотиды, при связывании которых с 
растущей последовательностью выделяется пирофосфат. Детектировать пирофосфат 
можно с помощью аналитических реакций, в ходе которых испускаются фотоны света, 
что позволяет понять, в каких лунках происходит связывание добавленного 
нуклеотида, а в каких – нет. Интенсивность свечения тоже является важным 
параметром, так как она показывает, сколько нуклеозидов одного вида присоединилось 
к секвенируемому фрагменту. Однако важно понимать, что интенсивность свечения так 
же зависит и от количества фрагментов на одном шарике. Избежать разницы в 
интенсивности можно, отнормировав интенсивность свечения каждой лунки, при 
секвенировании праймеров, последовательность которых заранее известна.  

Пиросеквенирование имеет ряд недостатков, одним из которых является 
большая вероятность ошибки при чтении длинных участков, состоящих повторов 
одного нуклеотида. 
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Рисунок 7.3. Амплификация фрагментов при пиросеквенировании. 
Суспензионная ПЦР. 

Гораздо более распространённым методом секвенирование является Illumina. 
Метод немного иначе решает ряд принципиальных проблем секвенирования. Во-
первых, присоединение адаптеров в этом методе не требует дополнительного отбора 
тех фрагментов, в которых на концах после лигирования находятся разные адаптеры. 
Этого удается достичь за счёт использования последовательностей, частично 
комплементарных друг другу. При введении их в систему, они гибридизуются между 
собой, образовывая Y-образную структуру, которая пришивается к фрагменту с разных 
сторон, и тем самым гарантирует, что с каждой из них будет пришит разный адаптер 
(Рисунок 7.4.).  

Потребность в концентрировании в одной точке пространства фрагментов с 
одинаковой последовательность в Illumina удовлетворяется с помощью мостикового 
ПЦР. Метод подразумевает иммобилизацию на слайде праймеров двух типов, 
комплементарных к адаптерам. К слайду добавляется раствор фрагментов в форме 
денатурированных одноцепочечных цепей в соотношении, чтобы фрагменты ДНК 
гибридизовались не рядом друг с другом. После первого цикла ПЦР и последующей 
денатурации вновь синтезированная иммобилизованная цепь ДНК оказывается в 
одноцепоченом состоянии. Важно отметить, что так как к поверхности вокруг пришиты 
праймеры двух типов, эта цепь может свободным концом гибридизоваться с соседним 
праймером, образовав тем самым «мостик». После элонгации «мостик» становится 
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двуцепочечным, а после денатурации две комплементарные последовательности 
окажутся пришитыми к соседним на слайде праймерам. После нескольких ПЦР 
образуется кластеры из расположенных рядом друг с другом одинаковых 
последовательностей. Чтобы затем оставить только фрагменты направленные в одну 
сторону можно воспользоваться эндонуклеазой рестрикции. 

 
Рисунок 7.4. Y-образные адаптеры при секвенировании методом Illumina. 
Детекция подразумевает добавление смеси нуклеозидов, у которых обратимо 

блокирован 3’-конец. Кроме того, такие нуклеозиды несут обратимо пришитые 
флуорофоры (каждый тип нуклеозидов со своей длиной волны флуоресценции) 
(Рисунок 7.5.).  

 
Рисунок 7.5. Нуклеозид-5’-трифосфат для секвенирования методом Illumina. 
Во время полимеризации может присоединится только один нуклеозид. Внутри 

кластера присоединяется один и тот же нуклеозид, при этом наблюдается 
флуоресценция, соответствующая нужной буквы. Далее 3’-конец деблокируется и 
отщепляется флуорофор. Затем последовательность действий повторяется, а 
флуоресценция детектируется, и информации о порядке смены длин волн 
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флуоресценции передаётся на компьютер, который восстанавливает секвенируюему 
последовательность.  

Достоинством технологии Illumina является точность в прочтении 
повторяющихся нуклеотидов в последовательности ДНК. Кроме того, она позволяет 
секвенировать геномы, путём прочтения множества разных фрагментов генома (ридов), 
из которых затем собирается последовательность генома.  

Сборка геномов основывается на перекрывании ридов, которые объединяются в 
контиги (однозначно определённые участки), а затем в скаффолды. Метод имеет ряд 
недостатков, например, из-за статистического распределения положения ридов, 
некоторые области генома могут не покрыты ридами, поэтому необходимо 
секвенировать в десятки раз больше ридов, чем размерность генома. Вторая проблема – 
неуникальность последовательностей в геноме или повторы. Такие повторы порою 
достигают несколько сотен нуклеотидов, и понять их последовательность между собой 
трудно.  

Третьей проблемой является объединение контигов, между которыми 
последовательность ДНК не прочитана или прочитана неоднозначно. Для этого можно 
с помощью обратной ПЦР определить окружение контигов в геноме.  

Так как все технологии секвенирования второго поколения 
(пиросеквенирование, Illumina и т.д.) обладают характерным недостатком – небольшой 
длиной ридов (сотни нуклеотидов) – были созданы технологии секвенирования 
третьего поколения, длина ридов которых достигает порядка сотен тысяч или 
миллионов нуклеотидов. Представителем этих технологий является технология Oxford 
Nanopore, которая подразумевает протягивание нити ДНК через пору в мембране, по 
обе стороны которой существует разность потенциалов. При прохождении через пору 
каждый нуклеотид характерным образом влияет на изменение потенциала, так как 
размер каждого азотистого основания позволяет пройти вместе с ним через пору 
определённому числу ионов. При большой длине прочтений, технология Oxford 
Nanopore допускает много ошибок, поэтому для большей точности комбинируются 
результаты секвенирования на Oxford Nanopore и с помощью Illumina. 

Технологии секвенирования «нового поколения» используются не только для 
сборки геномов. Ещё одним важным их применением является исследование 
транскриптома (RNAseq). Задача актуальна, так как её решение позволяет понять, как 
интенсивно экспрессируется ген в клетке. RNAseq включает стадии выделения РНК из 
клетки, перевод её в форму кДНК с помощью обратной транскрипции, секвениование 
кДНК, картрирование полученных последовательностей на геном и расчёт количества 
ридов, приходящихся на один ген. Последняя стадия позволяет оценить, сколько РНК 
было синтезировано с одного гена, и насколько интенсивно он экспрессировался.     

Кроме того, NGS позволяет определить участки связывания белков с 
нуклеиновыми кислотами. Для этого необходимо иметь специфичные антитела к белку. 
сайт связывания которого необходимо определить. В клетках все белки пришиваются к 
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ДНК, ДНК фрагментируется, с помощью антител выделяются фрагментах, в которых 
присутствует исследуемый белок. Выделенные пришитые к такому белку фрагменты 
затем секвенируются. Если же белок пришит к РНК, то последовательность 
переводится в кДНК с помощью обратной транскриптазы перед этапом 
секвенирования. 

Сравнительно недавно возможности технологий секвенирования позволили 
реализовать ещё одну функцию – рибосомное профилирование. Метод позволяет 
определить эффективность трансляции матричной РНК. Для этого в клетках 
останавливают трансляцию с помощью антибиотика, либо быстрой заморозкой, РНК 
режется нуклеазами, которые расщепляют несвязанную с белком РНК, после чего 
фрагменты с рибосомами выделяются с помощью ультрацентрифугирования и далее 
секвенируются. В итоге, можно понять, какие именно белки синтезируются в 
конкретный момент в клетках.  

 Помимо этого, технологии «нового поколения» позволяют проводить 
определение конформации хромосом (Chromosome conformation capture, 3C). Метод 
позволяет определить пространственно сближенные участки хромосом. 3С включает в 
себя стадии обработки клеток сшивающим агентом, в результате чего сближенные 
фрагменты ДНК сшиваются, достраивания липких концов в сшитых фрагментах и 
лигирования фрагментов с образование кольцевой ДНК, которая затем секвенируется. 
Последующие почтения картрируются на геном, после чего становится возможным 
определить какие части генома были сближены между собой в пространстве.  

Можно так же определить последовательность ДНК, которая взаимодействует с 
тем или иным компартментом клетки, например, ядерной ламиной (DNA, associated 
with specific compartment; DamID). Для этого в клетках продуцируется гибрид белка, 
находящегося в интересующем нас компартменте, с бактериальной метилтрансферазой, 
которой в эукариотических клетках нет. То есть метилтансфераза будет закреплена в 
белковой структуре компартмена и будет модифицировать только участки ДНК, 
сближенные с данным компартментом. С помощью специфических антител на 
модифициованные азотистые основания (бактериальная метилтрансфераза метилирует 
азотистые основания, которые не метилируются эукариотической клеткой) можно 
выделить из лизатов, отсеквениовать и картирировать на геном. 

    Наконец, метод FlowSeq, представляющий собой комбинацию технологий 
секвенирования «нового поколения» и флуоресцентной цитометрии, позволяет, 
например, оценить влияние нетранслируемых областей на транскрипцию конкретного 
гена. Для этих целей можно создать библиотеку, в которой 5’-область, расположенная 
перед геном флуоресцентного белка, представлена произвольной репортерной 
последовательностью. Эта библиотека добавляется к культуре клеток и оценивается 
влияние различных последовательностей на флуоресценцию белка, для чего клетки с 
помощью FACS разделяются по интенсивности флуоресценции и секвенируется 
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последовательность перед старт-кодоном в каждой фракции. Метод позволяет изучать, 
влияние последовательностей промотера на трансляцию, сплайсинг и т.д.   

7.3. Искусственная экспрессия генов. 

Часто встаёт задача экспрессии интересующего нас белка в культуре те или 
иных клеток. Для решения данной задачи разработан ряд методов, нашедший 
применение в молекулярно-биологической практике.  

Экспрессия любого белка требует наличия вектора. Вектор – это фрагмент ДНК, 
в который встраивается интересующий нас ген, и которого потом происходит его 
синтез. Чаще всего вектора представлены плазмидами, кольцевыми молекулами ДНК, с 
помощью которых передается генетическая информация у бактерий. Плазмида состоит 
из нескольких обязательных частей: точки начала репликации (ori), селективного 
маркёра (ген устойчивости к антибиотику и т.д.), промотер (не обязательно), 
полилинкер (участок, в котором представлено множество сайтов узнавания различных 
рестриктаз). Плазмиды имеют ограниченный диапазон размеров (до 15 000 п.н.).  

 Рассмотрим детальнее элементы плазмиды, начав с точки начала репликации. 
Чтобы экспессировать несколько белков с разных плазмид в клетки необходимо 
вводить только вектора с разными «ориджинами». Наиболее популярным ori является 
ColE1 (40-100 копий на клетку). С ним совместимы «ориджины» p15A (10-12 копий на 
клетку), pSC101 (1-2 копии на клетку). В настоящее время разработано множество 
других плазмид с разными точками начала репликации и копийностью. 

Следующий элемент – селективный маркёр. В культурах бактерий он чаще всего 
представлен генами устойчивости к различным антибиотикам. Лидирующую позицию 
по популярности занимает ген устойчивости к ампициллину, однако помимо него 
широкое применение нашли и гены устойчивости к канамицину, хлорамфениколу, 
тетрациклину, стрептомицину, спектиномицину и зеоцину.  

Наконец, в разных векторах представлены разные промоторы. Ряд из них 
являются индуцибельным, то есть экспрессия с них происходит не сразу, а после 
активации индуктором. Одним из самых популярных индуцибельных промоторов 
является промотор лактозного оперона или lac-промотор, регулируемый изопропил-β-
D-1-тиогалактопиранозидом (ИПТГ). Важно отметить, что такой промотор может 
индуцироваться и лактозой, однако она является пищей для бактерий, а потому быстро 
расходуется в культуре и расщепляется. ИПТГ представляет собой аналог лактозы, 
который бактерии расщепить не могут. К недостаткам lac-промотора относится 
невысокая эффективность экспрессии и небольшой уровень активности даже в 
отсутствие индуктора («подтекание промотера»).  

Кроме того, известен ряд гибридных промоторов, представляющих собой 
комбинацию элементов lac-промоторов и других вариантов промотора. Некоторые 
промоторы узнаются только РНК-полимеразой фага Т7, что используется в случае есть 
продукт гена токсичен. Многообразие промоторов позволяет, как нарабатывать белок в 
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культуре клеток, так и полностью инактивировать экспрессию гена. Последнее нужно 
для исследованию функций тех генов, полный нок-аут которых невозможен. Так, 
эффект «подтекания промотора» наблюдается гораздо реже в случае ara промотора, 
инактивация которого происходит в присутствии арабиназы, а так же tet промотора, 
отключающийся ангидротетрациклином (нетоксичное для клетки производное 
тетрациклина). К недостатку арабинозного промотора относится то, что бактерии могут 
использовать арабинозу в качестве источника энергии.  

Помимо плазмидных векторов используются фаговые вектора, в особенности 
вектор фага М13. Эти вектоы представлены одноцепочечной последовательностью в 
фаге, а после инфекции превращались в двуцепочечну форму. Стоит, однако, отметить, 
что использование фаговых векторов в настоящий момент отошло на второй план и 
используется редко.  

Плазмиды можно поддерживать и в дрожжах. Дожжейвые плазмиды бывают 
центровые (низкая копийность, аналоги хромосом) и 2μ. В этих плазмидах обычно не 
используются селективные маркёры, представленные генами устойчивости к 
антибиотикам. Гораздо чаще в этих целях применяют ауксотрофные маркёры, то есть 
гены восполняющие метаболизм важных соединений для дрожжей. При этом в 
культуре клеток эти гены предварительно нок-аутированы. Так, например, дрожжи, у 
которых отключены гены синтез гистидины, при выращивании на среде, не 
содержащей гистидина, могут быть отобраны с помощью селективных маркёров, 
представленных генами синтеза гистидина. 

Плазмиды, которые могут экспрессировать белок и реплицироваться как в 
бактериях, так и в дрожжах (или других эукариот) называются шаттл-векторами (или 
челночными плазмидами). Они содержат два «ориджина» и два селективных маркёрах.  

7.4. Введение ДНК в культуру клеток. 

Чтобы ввести плазмиду в культуру клеток бактерий, проводится трансформация. 
Метод может быть реализован за счёт обработки клеток хлоридом кальция, превращая 
их тем самым в компетентные (способные поглощать плазмиды). Хлорид кальция 
обладает низкой эффективностью, поэтому на настоящий момент он не используется. 
Ему на смену пришли специальные среды, культивация в которых происходит при 
18°С. Под действием такой низкой температуры E.coli изменяет липидный состав своей 
мембраны так, чтобы повысить концентрацию легкоплавких липидов. После 
культивации культура клеток обрабатывается хлоридом марганца, который связывается 
с фосфатными граммами липидов на поверхности клеток, и в таком состоянии 
компетентные клетки могут храниться при низких температурах. Если же их надо 
использовать, бактерии подвергаются температурному шоку (нагревание до 42°С), при 
этом, так как их мембраны обогащены низкоплавкими липидами, в них начнут 
образовываться дыры, через которые внутрь может быть введена ДНК.      

Другим методом, обладающим самой высокой эффективностью введения ДНК в 
бактерии, является электропорация. Для этого клетки растят в среде и отмывают 
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раствором не содержащих ионов. Далее их смешивают с ДНК и подвергают короткому 
электрическому импульсу мощностью 1,4-2,8 кВ. При этом в выжившие клетки 
проникает ДНК. 

Трансформацию в дрожжах проводят с помощью ацетата лития и 
полэтиленгликоля. Ввести ДНК в высшие эукариот используют электропорацию, 
микроинъекцию, инфекцию вирусами или трансфекцию. Последний метод особо 
популярен и представлен в двух вариантах: с помощью фосфата кальция или с 
помощью положительно заряженных липидов.   

7.5. Выбор системы экспрессии. 

Чтобы экспрессировать чужеродный ген эффективно, необходимо правильно 
подобрать систему экспрессии. Важно учитывать, какие процессы посттансляционной 
модификации представлены в конкретном организме. Чаще всего необходимо 
экспрессировать гены высших эукариот в бактериях, так как это наиболее простая и 
эффективная система экспрессии. Однако она имеет ряд недостатков, таких как 
несоответствие некоторых кодонов в генетическом коде у бактерий и у эукариот, 
отсутствие аппарата пострансляционных модификаций и неодходимых систем 
фолдинга. Кроме того, можно экспрессировать белки в дрожжах, так как при своей 
простате, в них представлен ряд посттрансляционных модификаций. Экзотическим 
методом является использование бакуловиусов, которые растут на клетках насекомых. 
Однако наиболее распространённым методом является использование культур клеток 
высших эукариот. 
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Лекция 8. Работа с геномом. 
8.1. Генно-инженерные манипуляции с культурами клеток. 

Помимо введения генетического материала с помощью плазмид, манипуляции с 
геномом позволяют отключать гены, модифицировать гены различными метками, а так 
же вставлять в геном генетические конструкции.  

Долгое время редактирование генома бактерий не удавалось провести из-за 
расщепления в клетках линейных фрагментов ДНК. Проблему удалось решить 
предварительным введением в бактерии плазмиды, содержащие RED-систему 
рекомбинации фага λ, которая подавляет работу бактериального RecBCD комплекса и 
выполняет его функции. В трансформированные таким образом клетки можно вводить 
линейные фрагменты ДНК с плечами гомологии (~40 нуклеотидов) с помощью 
электропорации. 

В дрожжах тоже можно использовать систему гомологичной рекомбинации. 
Более того, у них этот процесс идет гораздо проще, чем у бактерий, поэтому 
предварительное введение в клетки никаких плазмид не требуется.    

Клеточные линии высших эукариот могут быть подвергнуты ряду генно-
инженерных манипуляций. Для временной экспрессии экзогенного гена можно 
использовать плазмиды, которые не будут копироваться, но экспрессия белка с 
которых будет происходить. Временность экспрессии обусловлено тем, что при 
делении плазмида не будет удваиваться, а значит, со временем её концентрация в 
культуре снизится.  

Для стабильной экспрессии генов используются вектора на основе 
лентивирусов. С таких векторов синтезируются псевдовирусные частицы, которые не 
содержат вирусных белков и не патогенны. Чтобы синтезировать их, клетки 
трансфицируются плазмидами, в которых закодированы различные фрагменты 
псевдовирусной частицы, а так же ген, который необходимо интегрировать в геном. 
Наработанные частицы собираются, а потом вводятся в культуру клеток, при этом 
лентивирусы интегрируют генетическую конструкцию в случайное место в клетке.  

Чтобы отключить работу того или иного гена можно воспользоваться РНК-
интеференцией. Принцип метода заключается в трансфекции клеток короткими 
(порядка 20 нуклеотидов) двуцепочечными РНК (siRNA). При этом siRNA будут 
узнавать матричную РНК, транскрибируемую с интересующего нас гена, и 
активировать её деградацию. Подавление экспрессии в данном случае редко 
происходит со 100%-ой  эффективностью, обычно она составляет 70-80%. Кроме того, 
малые интерферирующие РНК могут связываться с последовательностями, 
отличающимися на несколько нуклеотидов, что может привести к подавлению 
экспрессии не только целевого гена, но и других. Предотвратить это можно, 
использовав несколько малых интерферирующих РНК к разным участкам гена. При 
этом изменение экспрессии нецелевых белков из-за частично комплементарных 
взаимодействий можно оценить, изучив изменение фенотипа при трансфекции каждой 
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РНК по отдельности. Подавление экспрессии гена с помощью РНК-интерференции 
носит временный характер. 

Для получения стабильной культуры с подавленной экспрессией в геном можно 
интегрировать в геном последовательность малой шпилечной РНК с помощью 
лентивирусных векторов. 

Помимо лентивирусных векторов интегрировать генетические конструкции в 
геном позволяют вектора, основанные на работе белка транспозазы. Это ферменты, 
узнающие участок ДНК, окружённый инвертированными последовательностями, 
вырезает его и вставляет в случайное место в геноме. Таким образом, клетки 
трансфицируются двумя плазмидами, одна из которых несет интегрируемый ген 
внутри инвертированных повторов, а вторая – последовательность гена транспозазы. 

8.2. Методы редактирования генома. 

Манипуляции с геномом модельных организмов включают в себя три основных 
метода: нок-аут (отключение гена), нок-ин (интеграция гена) и редактирование гена 
(изменение последовательности гена). Они позволяют создавать модели генетических 
заболеваний. Так, анализ GWAS даёт возможность предположить, какие мутации 
ответственны за то или иное генетическое заболевание, но чтобы подтвердить или 
опровергнуть это предположение, необходимо проводить эксперименты на мышах или 
других модельных организмах. 

Кроме того, манипуляции с геномом позволяют изучать метаболические пути 
клеток. Например, чтобы понять, какую функцию выполняет тот или иной ген, можно 
нок-аутировать его и изучить, как это повлияло на фенотип клеток.  

Раньше производить генно-инженерные манипуляции позволяла гомологичная 
рекомбинация. Она, однако, требовала очень длинные плечи гомологии (>10 000 п.о.), 
что не позволяло использовать плазмиды (нужны бактериальные искусственные 
хромосомы) и снижало эффективность гомологичной рекомбинации. Существенно 
повысить эффективность гомологичной рекомбинации позволяет предварительный 
разрыв участка, в которой планировалась интеграция генетической конструкции. Более 
того, такой двуцепочечный разрыв позволяет укоротить плечи гомологии (вплоть до 
нескольких десятков нуклеотидов). Наконец, двуцепочечные разрывы, репарируемые 
по принципу негомологичного соединения концов (NHEJ), чаще всего приводят к 
микроделециям, что позволяет легко нок-аутировать гены.  

Встала задача точечного внесения двуцепочечного разрыва геномной ДНК. На 
первых парах решать эту задачу позволяли мегануклеазы на основе нуклеаз Хомминга, 
далее был разработан метод, задействующий домен цинковые пальцы, а после него 
доен цинковые пальцы был заменен на TALEN-белки, которые тоже могли узнавать 
специфичные последовательности. Все эти методы были неудобны, так как требовали 
создания новых белков для каждого конкретного этапа редактирования. 



 

МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ   
СЕРГИЕВ ПЁТР ВЛАДИМИРОВИЧ 

КОНСПЕКТ ПОДГОТОВЛЕН СТУДЕНТАМИ, НЕ ПРОХОДИЛ                                                                                                                                                       
ПРОФ РЕДАКТУРУ И МОЖЕТ СОДЕРЖАТЬ ОШИБКИ                                                                                                                                                 

СЛЕДИТЕ ЗА ОБНОВЛЕНИЯМИ НА VK.COM/TEACHINMSU 

 

51 
 
 

 

Наконец, не так давно в области генной инженерии произошла революция, 
основой которой послужило создание метода CRISPR/Cas9. Метод позволяет легко и 
быстро вносить двуцепочечные разрывы в конкретную последовательность ДНК и не 
требует создания для этого гибридных белков. Метод был основан на иммунной 
системе бактерий, и представляет собой комбинацию двух основных элементов: 
CRISPR-кассетой, состоящий и повторяющихся последовательностей ДНК, 
разделённых спейсерами с уникальной последовательностью, и белком Cas9. 
Исследование на бактериях показало, что спейсеры содержат последовательности 
генома фагов, инфицирующих бактерий.  

Существует несколько CRISPR-систем, которые могут содержать ряд 
дополнительных элементов, таких как tracrRNA, которая связывается со спейсером и 
повтором после сплайсинга CRISPR-кассеты и в таком виде учувствует в процессе 
разрезания ДНК. Система CRISPR/Cas9 оказалась адаптивной, то есть позволяющей 
бактериям вырабатывать иммунитет к фагам, с которыми они взаимодействовали. 
Более того, было показано, если последовательность фага, когда-то запомненная 
иммунной системой бактерий, мутирует и станет менее эффективно узнаваться 
спейсерами, это повысит вероятность встраивания в CRISPR-кассету новых фрагментов 
мутировавшего фага.   

CRISPR-система узнает и разрезает только последовательность ДНК фага, 
фрагменты которого находятся в кассете. Встает вопрос, почему эта система не 
разрезает саму кассету, ведь в ней есть последовательность комплементарная спейсеру. 
Оказывается, решить эту проблему позволяет PAM-последовательность (Protospacer 
adjacent motif) или 5'-NGG-3', где N – любой нуклеотид. После заражения клетки фагом 
в кассету встраивается часть его генома, но выбирается только такая 
последовательность, которая после себя в ДНК фага имеет PAM-последовательность. 
Когда же возникает необходимость разрезать ДНК фага с помощью CRISPR-системы, 
комплекс Cascade (белок Cas и спейсер) распознает только такую последовательность, 
которая несёт после себя 5'-NGG-3' фрагмент в геноме.  

В молекулярной биологии используется немного переработанная система, 
основанная на CRISPR-системе бактерий. Так, в ней все компоненты располагаются на 
одной плазмиде: последовательность белка Cas9, участок для селекции в виде гена 
устойчивости к антибиотику или ген флуоресцентного белка, промотор U6, 
распознаваемый РНК-полимеразой 3, гидовая РНК, состоящая из crRNA и trecrRNA, 
полилинкерный сайт.  

Подобрать нужную последовательность гидовой РНК в настоящий момент 
помогает множество компьютерных алгоритмов, которые позволяют проверить не 
находится ли в геноме, который подвергается редактированию, похожих на 
разрезаемую последовательность, что может понизить точность разрезания. Само 
разрезание же происходит между третьим и четвёртым нуклеотидами, 
комплементарными гидовой РНК.  
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8.3. Генно-инженерные манипуляции с многоклеточными модельными 
организмами.  

Принцип работы метода CRISPR/Cas9 одинаков как в модельных организмах, 
так и в культурах клеток, однако различаются способы введения плазмид в такие 
системы. Клеточные культуры подвергаются редактированию путём трансфекции 
необходимых плазмид, что невозможно сделать с многоклеточным модельным 
организмом, например, мышью.  

Существует два способа получения мышей с измененным геномом. Первый из 
ни подразумевает работу со стволовыми клетками. Их выделяют из бластоцисты 
эмбриона мыши и редактируют. Далее эти клетки снова подсаживаются в бластоцисту, 
после чего родится мозаичная мышь, часть клеток которой будет генно-
модифицированными. Часто стволовые клетки берутся у мышей одного цвета, а 
подсаживаются мышам другого цвета, что позволяет легко понять прижились ли 
модифицированные клетки. Однако мозаичные мыши – это не конечная цель 
генетического редактирования. Именно седи потомков такой мыши ищут модельные 
организмы, в которых все клетки являются генно-модифицированными, и именно с 
ними ведется дальнейшая работа. Необходимость получения двух поколений мышей 
обуславливает главный недостаток работы со столовыми клетками – долгое время 
получения подходящего модельного организма. 

Сократить время позволяет второй метод, который подразумевает генетические 
манипуляции с зиготой. Её редактируют, а затем вновь подсаживают мыши, у которой 
рождаются мышата с полностью изменённым геномом. Однако метод неидеален, он 
требует очень высокой эффективности редактирования зиготы.  

Часто требуется инактивировать тот или ной ген мыши, причём чаще всего нок-
аут приводит либо к отсутствию фенотипических проявлений, либо к 
нежизнеспособности животного. Чтобы изучать функцию летальных генов существуют 
несколько методов. Первый из них – CreLox-система, основанная на системе сайт-
специфичной рекомбинации фагов. В ней рекомбиназа Cre узнает последовательности 
loxP-сайты, при этом они вырезаются, причём если эти сайты были направлены в одну 
сторону происходит делеция, а если в разные – инверсия. CreLox-система позволяет 
внести кондициональную делецию. Для этого в одной линии мышей loxP-сайты 
фланкируют целевой ген и подбирается другая линию мышей, в которой рекомбиназа 
Cre экспрессируется в какой-то конкретной части тела. Скрещивание таких мышей 
приводит к появлению мышей, в которых целевой ген инактивирован только в 
определённой ткани или органе. Кроме того, экспрессия рекомбиназы может быть 
индуцибельной, то есть происходить только после введения в организм определённого 
вещества (чаще всего используется система, активируемая тамоксифеном и основанная 
на природной системе синтеза эстрогенного рецептора).   

CreLox-система позволяет не только индуцибельно инактивировать гены, но и 
индуцибельно активировать их. Это можно осуществить, расположив loxP-сайты 
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между промотором и целевым геном, и между сайтами поместить последовательность 
полиаденилирования, которая останавливает транскрипцию. Активация экспрессии 
рекомбиназы приведёт к удалению этой последовательности и синтезу целевого гена. 
Кроме того, с помощью этого метода можно изучать, в каких клетках активен тот или 
иной помотор. Для этого помимо описанных выше манипуляций, в которых целевым 
геном является ген флуоресцентного белка, последовательность гена рекомбиназы 
помещается после целевого промотора. Если такой промотор когда-либо был активен, 
рекомбиназа удалит последовательность полиаденилирования, и будет синтезирован 
флуоресцентный белок.  

CreLox-система необратимо инактивирует целевой ген, однако иногда требуется 
лишь временное прекращение экспрессии. Осуществить её помогают различные 
дегроны или пептидные сигналы, которые убиквитинилируются и вызывают 
деградацию белка. Наиболее популярным на данный момент дегоном является ауксин-
индуцибельный дегрон (auxin-inducible degron, AID), который требует помимо 
введения самого дегрона, экспрессии растительного белка TIR1. TIR1 связывается с 
ауксин-индуцибельным дегроном в присутствии фитогормона ауксина, что приводит к 
деградации меченного белка. Удаление из среды ауксина восстанавливает экспрессий 
целевого белка.  

Вернёмся к генно-инженерным манипуляциям с геномом мышей, основанным 
на использовании стволовых клеток. Бластоциста у мышей, как и у человека, 
несимметрична. Она представлена слоем одиночных клеток с одной стороны и 
скоплением клеток с другой стороны. Именно вторая часть содержит стволовые клетки. 
Исследователям, однако, далеко не всегда необходимо выделять эти клетки самым: в 
настоящий момент создана большая коллекция стволовых клеток линий агути 129, 
C57BL6 A/a и других, которые можно просто заказать. Их культивация возможно как в 
чистом виде (редко), так и на подложке мышиных фибробластов с добавлением 
ингибиторов дифференцировки. Кроме того, существуют коллекции линий мышей, в 
которых нок-аутирован тот или иной ген, которые так же коммерчески доступны.  

Существует множество готовых векторов для работы со стволовыми клетками. 
Они позволяют вносить в целевой ген элементы лактозного оперона, ген устойчивости 
к антибиотику, а так же сайты узнавания специфических рекомбиназ. После 
встраивания таких кассет, клетки могут быть обработаны рекомбиназой с образованием 
репортёных мышей (ген инактивируется, происходит экспрессия гена устойчивости к 
антибиотику). Можно и наоборот – удалить лактозный оперон и ген устойчивости к 
антибиотику, получив мышей, у которых целевой ген фланкирован сайтами узнавания 
рекомбиназы.  

Получение трансгенных мышей происходит следующим образом: на первом 
этапе самку-донора скрещивают с фертильным самцом, чтобы затем выделить из 
образовавшейся бластоцисты стволовые клетки. Эти клетки редактируются и вводятся 
самке-реципиенту, предварительно скрещённой с вазэктомированным самцом. После 
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этого рождаются мозаичные мышата. В данном процессе важно синхронизировать 
время с момента спаривания самки-реципиента и стерильного самца и время, 
пошедшее с начала беременности самки-донора и выделения стволовых клеток из 
бластоцисты (порядка 3-х дней).   

Схожим образом построена работа с зиготой. В неё можно инъецировать 
плазмиды с CRISPR/Cas9 (в пронуклеус), CRISPR РНК и Cas9 мРНК (в цитоплазму), 
CRISPR РНК, Cas9 мРНК и ДНК для гомологичной рекомбинации (в пронуклеос, 
иногда с добавлением ингибитора лигазы), ДНК для нок-ина (в пронуклеус) и 
лентивирусы/транспозоны с транспозазой.  
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Лекция 9. Методы спектроскопии ЯМР. 
9.1. Строение прибора и одномерная ЯМР-спектроскопия. 

ЯМР-спектроскопия играет важную роль в структурной биологии, разделе 
молекулярной биологии, изучающем структуру биополимеров. Поэтому рассмотрим 
особенности данного метода анализа. 

ЯМР-спектрометр состоит из сверхпроводящего магнита с катушкой внутри, по 
которой идёт ток. Катушка охлаждается до температуры 5К с помощью жидкого гелия, 
что необходимо для поддержания проводящих свойств материала. Дальше 
располагается слой жидкого азота, предотвращающий испарение жидкого гелия. 
Помимо магнита важной частью ЯМР-спектрометра является консоль, в которой 
находится синтезатор частот. Он генерирует радиочастотные импульсы, которые 
подаются на образец, а затем принимает сигналы, полученные при воздействии 
импульсов на образец. Кроме того, в состав ЯМР-спектрометра входит воздушный 
компрессор, который подает воздух в ноги магнита, чтобы предотвратить шатание 
прибора. Так же компрессор создает ток воздуха вокруг образца, что позволяет 
поддерживать в нём постоянную температуру. Значение температуры воздуха 
регулируется воздушным холодильником. 

В отсутствие магнитного поля энергетические уровни ядер вырождены, то есть 
одинаковы по энергии. В магнитном же поле вырождение снимается, и энергетические 
уровни начинают различаться по энергии, что делает возможным энергетические 
переходы. При этом разность энергий таких уровней определяется формулой ΔЕ = hν, 
где ν – это резонансная частота поглощения ядер. Чем больше магнитное поле, тем 
сильнее разность энергетических уровней, что приводит к повышению разрешения 
спектра. Основной же характеристикой ЯМР-спектрометра является резонансная 
частота поглощения ядер водовода в тетраметилсилане (TMS), который принят за 
стандарт.  

ЯМР-спектрометрия позволяет изучать структуру молекул за счёт того, что 
окружение каждого атома в молекуле влияет на то, с какой частотой он поглощает 
энергию. Не все ядра можно наблюдать в ЯМР-спектрометрии. С точки зрения 
биохимии важными являются ядра 1H, 13C, 15N (белки), 31P (нуклеиновые кислоты), 19F 
(аналог Н, малые молекулы), 111Cd/113Cd (аналог Zn в белках). 

В биохимии ЯМР-спектроскопия представлена тремя важными классами 
исследований. Это ЯМР малых молекул, ЯМР макромолекул и ЯМР-метаболомика.  

Характерные одномерные ЯМР-спектры представляют собой зависимость 
интенсивности сигнала от «химического сдвига», который рассчитывается по формуле 
𝛿 = +вещество,+стандарт

+о
∙ 10- (м.д. или ppm). С помощь ЯМР можно определять строение 

вещества. Так, одномерные спектры используются для определения структуры малых 
органических молекул (Рисунок 9.1.). При этом важно обращать внимание на число 
сигналов спектре, так как оно соответствует числу неэквивалентных атомов, 
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интенсивности сигнала, так как оно характеризует количество эквивалентных атомов 
одного типа, форму сигнала, так как она говорит о химическом окружении группы 
эквивалентных атомов и положении сигнала, определяемом химическим окружением 
группы эквивалентных атомов.   

 
Рисунок 9.1. Пример 1-D ЯМР-спектра. 

Рассмотрим каждый параметр детальнее. Атомы считаются эквивалентными, 
если их поочерёдная замена на атом другого элемента приведёт к образованию 
идентичных молекул. Например, метильная группа CH3- содержит три эквивалентных 
атома водорода, так как замена любого из них приведёт к образованию группы CH2Z-, 
но никакой более. Поэтому можно сказать, что в молекуле CH3CH2OH есть три 
неэквивалентных атома водорода (три группы эквивалентных атомов, отмеченные 
разными цветами). То есть в спектре такой молекулы будет три сигнала (Рисунок 9.2.). 

Интенсивность сигнала в спектре ЯМР зависит от числа эквивалентных атомов в 
группе. Так, в случае CH3CH2OH интенсивность сигнала CH3 группы будет в три раза 
больше, чем интенсивность сигнала гидроксильной группы (под интенсивностью 
понимается интегральная интенсивность или площадь под кривой).  

Форма сигнала или мультиплетность показывает количество атомов водорода, 
находящихся на расстоянии С+1 связи от группы эквивалентных атомов. При этом пик 
расщепляется на n + 1 линии, где n – это количество соседних атомов. Так, в спектре 
этанола пик, соответствующий сигналу метильной группы, будет триплетом, так как 
рядом с ним расположено два атома CH2 группы. Сигнал же CH2 будет представлять 
собой квадруплет, так как рядом с ним расположена метильная группа.  
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Рисунок 9.2. Протонный спектр ЯМР этанола. 

«Химический сдвиг» позволяет оценить, к какой функциональной группе 
относятся те или иные группы эквивалентных атомов. Так, ароматические протоны 
располагаются в области бОльших химических сдвигов по сравнению с 
алифатическими протонами. Существуют таблицы, в которых отражены диапазоны 
химических сдвигов протонов тех или иных функциональных групп. 

Одномерные спектры не позволяют расшифровать структуру сложных молекул 
и тем более биополимеров из-за обилия сигналов в спектре. Чтобы расширить 
возможности ЯМР был разработан метод двумерного ЯМР в варианте эксперимента 
COSY (Correlation Spectroscopy). При этом спектр представляет собой график, оси 
которого представляют собой одномерные протонные спектры вещества. В итоге 
получается своего рода «карта», на которой пики расположены на плоскости в виде 
пятен. Пятна могут располагаться как на диагонали, так и за её пределами, причём не 
лежащие на диагонали пики называются кросс-пиками и говорят о соседстве двух 
атомов водорода. Таким образом, COSY позволяет понять, какие атомы водорода 
химически сближены (то есть в молекуле связаны с соседними атомами углерода).  

9.2. Двумерная ЯМР-спектроскопия. 

Другим вариантом двумерного ЯМР является эксперимент NOESY (Nuclear 
Overhauser Effect Spectroscopy), основанный на эффекте Оверхаузера. Данный эффект 
заключается в том, что ядра, расположенные близко в пространстве, оказывают 
влияние друг на друга. Спектр NOESY похож на спектр COSY с одной лишь разницей, 
что в данном случае кросс-пики соответствуют не химически сближенным атомам, а 
пространственно сближенным. То есть эти атомы могут располагаться далеко друг от 
друга в молекуле, но из-за особенностей трёхмерной структуры они оказываются 
сближенными в пространстве. Важно понимать, что чаще всего на спектрах NOESY 
присутствуют пики, представленные в спектре COSY, но не наоборот.  
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Помимо COSY и NOESY экспериментов в двумерной ЯМР-спектроскопии 
существует эксперимент HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy). 
Спектры HSQC похожи на другие двумерные спектры с той лишь разницей, что в 
данном случае по одной оси откладывается одномерный протонный спектр, а по другой 
– одномерный спектр, снятый на ядрах другого элемента, например, 13C. В таком 
случае пики на HSQC спектре будут соответствовать связи C-H в молекуле. 

Наконец, существует эксперимент TOCSY (Total Correlation Spectroscopy), 
спектр которого строится на тех же осях, что и HSQC. В спектре TOCSY кросс-пики 
образуются между всеми атомами углерода и водорода в углеводородном фрагменте 
(фрагменте, в котором скелет образован исключительно атомами углерода). Такие 
спектры полезны при анализе белков, так как позволяют изучать боковые группы 
аминокислот.  

Помимо определения структуры молекул ЯМР позволяет определять состав 
смесей, для чего используется эксперимент DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy). 
DOSY спектры – это двумерные спектры, в которых по одной оси располагается 
одномерный протонный спектр, а по другой – коэффициенты диффузии молекул. Этот 
коэффициент зависит от размера молекулы и позволяет «рассортировать» пики 
одномерного спектра по их принадлежности к тому или иному компоненту смеси. 
DOSY эксперимент строится следующим образом: дополнительно к основному 
магнитному полю прикладывается градиент магнитного поля, при этом миграция 
молекул изменяет это магнитное поле пропорционально расстоянию, на которое 
молекула переместилась. Полученные данные позволяют рассчитать коэффициент 
диффузии по формуле 𝐷 =	 ./

-0*1,
, где k – константа Больцмана, T – температура, η – 

вязкость растворителя, а rs – радиус молекуле в представлении, что она имеет форму 
шара. 

9.3. Изучение пространственной структуры макромолекул и трёхмерная 
ЯМР-спектроскопия. 

ЯМР-спектроскопия позволяет изучать пространственное строение биомолекул, 
что важно для докинга (рациональный драг-дизайн). Под пространственным строением 
подразумеваются координаты всех атомов биополимера, файлы с которыми для разных 
макромолекул хранятся в электронной базе Protein Data Bank. На 1 апреля 2020 в этом 
банке находится почти 13 000 структур, расшифрованных с помощью ЯМР, что делает 
этот метод вторым по популярности после рентгеноструктурного анализа (~ 144 000 
структур).  

Как уже было сказано ранее одномерные спектры не позволяют расшифровать 
структуру белка. Так, белок, состоящий всего из 240 аминокислот, содержит почти 
2 000 атомов водорода, из-за чего пики на спектре начинают перекрываться между 
собой. Одним из самых полезных вариантов эксперимента, позволяющий 
расшифровать структуру белка, - это эксперимент 15N HSQC, в котором вторым 
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элементом, на ядах которого снимается спектр, является азот. Каждый сигнал на таком 
спектре соответствует одной связи между азотом и водородом, что важно для анализа, 
так как каждая аминокислота в составе белка, кроме пролина, представлена минимум 
одной N-H связью (дополнительные сигналы могут поступать от боковых групп). Так 
как подобные спектры уникальны, их считают «отпечатком пальца» белка.  

Использование же двумерных ЯМР-спектров COSY или NOESY не является 
целесообразным, так как такие спектры остаются перегруженными сигналами. Чтобы 
решить проблему избытка пиков используется трёхмерная ЯМР-спектроскопия. 
Спектры в таких экспериментах представляют собой трёхмерное пространство, по трём 
осям которого расположены одномерные спектры, снятые на трёх разных ядрах (HNCO 
эксперимент). Таким образом, каждый сигнал, обусловлен группой C-NH в остатке 
аминокислоты, что упрощает интерпретацию спектра.  

Важно понимать, что если 1Н превалирует над всеми другими изотопами 
водорода, и именно его ядра чаще всего находятся в молекуле, то 15N и 13С – это 
малораспространённые изотопы, и необходимо дополнительно обогащать ими 
исследуемые молекулы. Чаще всего белки, исследуемые методом ЯМР, 
нарабатываются в бактериальных культурах. Для этого плазмидой, содержащей 
последовательность гена целевого белка, трансформируют культуру кишечной 
палочки. Чтобы белок содержал необходимые изотопы, бактерии растят в изотопно-
обогащённой среде, после чего их лизируют, а белок выделяют. Такой изотопно-
обогащённой средой является среда «М9», в которой источником азота выступает 
(15NH)4SO4, источником углерода - 13C-глюкоза, а источником дейтерия - D2O. Помимо 
этих компонентов в неё входят Na2HPO4/KH2PO4 (буфер и источник фосфора,) NaCl, 
MgSO4, CaSO4, FeSO4 (источники ионов), тиамин (витамин) и канамицин (антибиотик). 

В зависимости от размера белка его необходимо обогащать разными изотопами. 
Так, белки массой до 10 кДа могут быть проанализироаны с помощью спектров COSY 
и NOESY, поэтому они не требуют изотопного обогащения. В случае более крупных 
белков используются разные варианты среды «М9», чтобы ввести изотопы тех или 
иных элементов. Например, белки массой 5-15 кДа требуют обогащения только 15N, в 
то время как в белки массой 10-25 кДа дополнительно вводится ещё и 13С. Белки 
массой 20-45 кДа изотопно обогащаются 15N, 13С и 2D, а эксперимент с ними 
проводится в высоких полях (800 МГц и выше). Наконец, для белков массой 35-55 кДа 
разработаны специальные методики мечения, а так же требуется применение высоких 
полей.  

Специальные методики мечения позволяют выделить в белке группу атомов, а 
остальную часть белка сделать невидимой с точки зрения ЯМР. К таким методикам 
относится метилспецифическое мечение, которое подразумевает добавление к среде 
«М9» ряд уже готовых аминокислот, в которых есть метильная группа 13CH3, а ряд 
атомов водорода заменен на дейтерий. Тогда бактерии не будут синтезировать такие 
аминокислоты, а будут усваивать уже готовые. Чаще всего в качестве таких 
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аминокислот выбираются метионин и треонин. Кроме того, в среде источником азота 
по-прежнему будет (15NH)4SO4. То есть все атомы азота в белке, кроме тех, которые 
входят в состав треонина и метеонина, будут 15N-меченными, между тем, только в этих 
аминокислотах будет находиться дейтерий и 13С. Специфическое мечение позволяет 
облегчить спектр и упростить интерпретацию сигналов.  

В некоторых случаях бактериальные культуры не позволяют наработать белок. 
Это связано с тем, что у бактерий не реализован механизм пострансляционный 
модификации, а так же может быть невозможен правильный фолдинг некоторых белка. 
В таком случае наработка белка ведется в культурах клеток дрожжей, насекомых или 
млекопитающих. Однако важно понимать, что смена клеточной культуры приводит к 
сильному подорожанию питательной среды.  

Для структурных исследований методом ЯМР молекула должна быть как можно 
меньшего размера, иметь высокую растворимость в воде, быть стабильной при 10-30°С 
в течение нескольких дней, обладать высокой чистотой и не агрегировать, так же важно 
иметь значительное количество исследуемого белка (1 образец - 320 мкл, С ~ 1 мМ). 
Кроме того, должна быть правильно подобрана клеточная культура, позволяющая 
экспрессировать белок с высокой эффективностью. При этом стоимость синтеза 
образца для одного эксперимента равна порядка 70 000 рублей, а для расшифровки 
структуры требуется несколько разных экспериментов.   

9.4. Изучение межмолекулярных взаимодействий и динамики. 

ЯМР позволяет так же изучать взаимодействие белков с малыми молекулами. 
При связывании лиганда с белком, в последнем происходят конфомационные 
изменения, которые, в свою очередь, сказываются на величинах химических сдвигов. 
По изменению химических сдвигов можно определить, какие аминокислоты 
учувствуют во взаимодействии.    

На этом основан метод ЯМР-скрининга, который позволяет из смеси разных 
малых молекул выбрать те, которые вступают во взаимодействие с целевым белком. 
Для этого сначала измеряется 15N HSQC спектр чистого белка, после чего к белку 
добавляют смесь лигандов, при этом, если в растворе происходит связывание, ЯМР-
спектр изменяется.  

Кроме того, ЯМР позволяет проводить фрагментный дизайн. Он заключается в 
поиске нескольких лигандов, которые слабо связываются с разными частями белка. 
Такие лиганды затем сшиваются между собой с образованием высокоаффинного 
лиганда к целевому белку.  

ЯМР позволяет изучать и кинетику взаимодействия белков. Для этого 
измеряется яд спектров через определённые промежутки времени и расшифровываются 
изменения, наблюдаемые в них. ЯМР-спектроскопия применяется и при изучении 
взаимодействий макромолекул. Например, при изучении взаимодействий между 
белками теломеразного комплекса, проводилось смешение меченного и немеченного 
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белков, что позволяло определить, какие аминокислоты определяют интерфейс 
взаимодействия с точки зрения одного из белков. Далее эксперимент повторяется, но 
меченным оказывается уже другой участник взаимодействия, и определялось, какие из 
его аминокислот учувствуют в связывании.   

 ЯМР – единственный экспериментальный метод, позволяющий измерять 
динамику молекул. Если переход между разными конформациями в молекуле 
происходит медленно в спектре наблюдается два сигнала, если же этот переход 
быстрый, то два сигнала усредняются. Благодаря этому эффекту, по ширине сигнала 
можно определить, как быстро происходят смена конформаций в белке.  

9.5. ЯМР-метаболомика. 

Особый интерес представляет ещё одно применение ЯМР-спектоскопии – ЯМР-
метаболомика. Метаболомом называют совокупность всех метаболитов 
(промежуточных или конечных продуктов обмена) в клетке, ткани, органе или 
организме. Изменение спектров ЯМР экстрактов клеточных культур или 
биологических жидкостей позволяет идентифицировать ряд низкомолекулярных 
метаболитов, а так же оценить их концентрацию. ЯМР-метоболомика нашла своё 
применение в клинических исследованиях, она позволяет полуколичественно 
определить до 70 метаболитов в образцах мочи, крови и других биологических 
жидкостях. Достоинством ЯМР-метаболомики является её высокая воспроизводимось, 
а так же иногда отсутствие необходимости отнесения сигналов (в некоторых 
экспериментах достаточно показать, что в спектрах появляется или исчезает ряд 
пиков). 
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Лекция 10. Взаимодействие макромолекул. 
10.1. Рентгеноструктурный анализ. 

Помимо ЯМР-спектроскопии изучать структуру и взаимодействия 
биомакромолекул позволяет рентгеноструктурный анализ. Метод основан на свойстве 
кристаллической решетки молекулы выполнять функцию дифракционной решётки для 
рентгеновских лучшей. Поэтому при падении таких лучей на кристалл какого-либо 
вещества, включая белки, будет наблюдаться дифракционная картина, которая 
позволяет воссоздать атомарную структуру с высоким разрешением. Для 
осуществления рентгеноструктурного анализа необходимо получить и очистить 
большое количество белка, закристаллизовать его, получить дифракционную картину 
и, исходя из неё, рассчитать положение атомов в молекуле. Самым трудоёмким 
является этап кристаллизации, так как далеко не все белки удается перевести в форму 
кристаллов. 

Помимо координат «рефлексов» и интенсивности для расшифровки трёхмерной 
структуры белка необходима информация о фазах излучения в каждой точке. Решить 
эту проблемы помогают несколько методов. Первый из них – метод изоморфного 
замещения, заключающихся во введение тяжёлых атомов в молекулу, которые гораздо 
лучше рассеиваюсь рентгеновские лучи. Другой метод – мультиволновое аномальное 
рассеяние – тоже подразумевает введение тяжёлого металла селена посредством 
культивации бактерий на среде с селеноцистеином. Кроме того, метод подразумевает 
изменение длины волны падающего на кристалл рентгеновского излучения вблизи 
значений, при которых наблюдается эффект резонанса (и соответствующее аномальное 
рассеяние) для этих самых тяжёлых атомов (для селена). Наконец, существует метод 
молекулярного замещения, который позволяет предсказывать структуру исследуемого 
белка, основываясь на структуре гомологичных ему белков.  

Качество полученных данных оценивается двумя параметрами: разрешением и 
R-фактором (качество расчёта структуры), позволяющим оценить, насколько 
рассчитанная структура отличается от реальной. Результатом рентгеноструктурного 
анализа является карта электронной плотности, а которую вписывается ход цепи 
макромолекулы. С точки зрения молекулярной биологии наиболее трудоёмкими 
являются стадии получения белка и его кристаллизация.  

Кристаллизация белков возможно как в сидячей капле, так и в висячей. Условия 
кристаллизации подбираются экспериментально, что занимает много времени и сил. В 
некоторых компаниях и лабораториях этот процесс автоматизирован с помощью 
применения роботов.  

Съёмка проводится на синхротроне, что занимает порядка одного дня и требует 
получения специализированного гранта. Итогом такого исследования является 
атомарная структура белка (все структуры белков хранятся в общедоступной базе 
данных Protein Data Bank). Одним из ярчайших достижений рентгеноструктурного 
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анализа можно считать расшифровку структуры рибосомы, представляющий собой 
огромный макромолекулярный комплекс более 3 000 кДа.  

ЯМР-спектроскопия и рентгеноструктурный анализ – это два 
основополагающих методо структурной биологии, каждый из которых имеет свои 
преимущества и недостатки. Так, рентгеноструктурный анализ позволяет изучать 
крупные белки и надмолекулярные комплексы, однако большую часть белков трудно 
закристаллизовать. Кроме того, в кристалле межмолекулярные контакты между 
макромолекулами могут искажать представления о структуре белка в клетке. ЯМР же 
позволяет исследовать макромолекулы в растворе, однако этот метод ограничен по 
массе исследуемых биополимеров.   

10.2. Исследование взаимодействий между макромолекулами в клетках. 
Метод со-выделения. 

Определить функции исследуемого белка помогает исследование его партнёров 
в клетке. Идентифицировать их позволяет метод со-выделения, основанный на 
аффинной хроматографии. В нём проводится выделение целевого белка с помощью 
связывания со специфическим лигандом, иммобилизованным на неподвижной фазе. 
При этом вместе с целевым белком выделяются белки или нуклеиновые кислоты, с 
которыми он взаимодействовал в клетке.  

В аффинной хроматографии в целевой белок вводится метка, узнаваемая 
специфическим лигандом. Например, раньше популярностью пользовать GST-метка, 
представляющая собой глутатин-S-трансферазу, узнающую иммобилизованный на 
неподвижной фазе глутатион (Рисунок 10.1.). Элюция в такой системе осуществляется 
низкомолекулярным глутатионом.   

 
Рисунок 10.1. Глутатион. 

При всей теоретической простоте метода, со-выделение имеет свои недостатки. 
Так, из-за большой концентрации белков в клетке с неподвижной фазой 
неспецифически могут взаимодействовать нецелевые белки. Чтобы избавится от них 
используются тандемные схемы выделения TAP (tandem affinity purification). Метод 
подразумевает использование TAP-метки, состоящей из белка А золотистого 
стафилокока, участка узнавания вирусной TEV-протеазы и кальмодулин-связывающий 
пептид CBP. При этом на первом этапе целевой белок с TAP-меткой связывается с IgG 
антителами, иммобилизованными на неподвижной фазе, за счёт белка А. Далее 
происходит элюция раствором содержащим вирусную TEV-протеазу, при этом из 
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колонки выходит только целевой белок, так как только он может отщепится от 
неподвижной фазы с помощью этой протеазы (сайт узнавания TEV-протеазы едко 
встречается в невирусных белках). На втором этапе целевой белок попускается через 
колонку с иммобилизованным кальмодулином, который в присутствии ионов кальция, 
связывается с кальмодулин-связывающим пептидом CBP. Элюция на втором этапе 
осуществоляется с помощью хелатирующего агента EGTA (этиленгликоль-бис(β-
аминоэтиловый эфир)-N,N,N',N'-тетрауксусная кислота), которые образует комплексы с 
ионами кальция (Рисунок 10.2.).  
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Рисунок 10.2.Схема тандемного выделения целевого белка с использование TAP-

метки. 
Помимо TAP-метки, существуют другие варианты меток. Например, SPA-метка 

состоящит почти из тех же элементов, что и TAP-метка, с той лишь разницей, что 
вместо белка А, на её конце находится 3xFLAG последовательность, узнаваемая 
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специфичными антителами. Кроме того, есть myc-метка и HA-метка, для которых 
существуют высокоаффинные антитела.  

Альтернативной тандемной очистки являются специфические антитела, 
узнающие целевой белков. Эти антитела могут быть ковалентно пришиты к 
неподвижному носителю, либо быть связанными с белками А или G, которые, в свою 
очередь, иммобилизованы на неподвижной фазе.  

Метод со-выделения позволяет выделять и молекулы РНК с её партнёрами. Для 
этого используется ряд довесков, среди которых участок генома бактериофага MS2, 
взаимодействующий с белком оболочки фага MS2. Кроме того, в этих целях 
используются аптамеры (фрагменты РНК, имеющие сродство к лигандам). Например, 
разработаны РНК-овые адаптеры к стрептомицину или тобрамицину, которые 
иммобилизуют на неподвижном носителе. Более того ряд таких РНК-аптамеров 
являются флуорофорами, что позволяет помимо выделения РНК изучать их 
локализацию в клетке. Наконец, существуют и РНК-адаптеры с стрептовидину, при 
этом элюция проводится раствором авидина, который вытесняет целевой белок.  

10.3. Исследование взаимодействий между макромолекулами в клетках. 
Двугибридная дрожжевая система. 

Метод со-выделения не единственный метод, позволяющий изучать 
взаимодействия макромолекул. Помимо него существует двугибридная дрожжевая 
система. Она основана на активаторах транскрипции дрожжей, которые чаще всего 
состоят из двух доменов (ДНК-связующего и активаторный). В ходе эксперимента с 
помощью методов генной инженерии в клетках нарабатывается гибридный белок, 
образованный целевым белком и ДНК-связывающим доменом активатора 
транскрипции. Под контроль промотора, узнаваемого активаторным доменом 
активатора транскрипции, ставится ген, продукт которого является белком, дающим 
какой-либо аналитический сигнал (флуоресценцию, окрашивание и т.д.). Клетки 
трансформируются библиотекой плазмид, содержащих последовательность гибридного 
белка, состоящего из активаторного домена и набора различных белок. При связывании 
двух белков – целевого и одного из библиотеки гибридных белков – будет происходить 
экспрессия гена, регулируемого промотором, узнаваемым активатором транскрипции. 
Клетки с такой парой белов наращиваются в среде, а затем лизируются и секвениуются. 

Двугибридная дрожжевая система не лишена недостатков. Так, если в 
библиотеке белков есть ДНК-связывающие белки, они могут взаимодействовать с 
промотором в обход целевого белка с ДНК-связывающим доменом и активировать 
транскрипцию. Кроме того, если целевой белок сам по себе является активатором 
транскрипции, он сможет инициировать экспрессию без взаимодействия с партнёрами.  

Чтобы понять, какие участки белка взаимодействуют с белком-партнёром, 
проводят делеционный анализ. Метод подразумевает удаление небольшого фрагмента 
белка, при этом, если белок-партнёр перестает связываться с целевым белком, то такой 
фрагмент является участником межмолекулярного взаимодействия. Метод неприменим 
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для небольших одноцепочечных белков, так как удаление даже небольшого фрагмента 
в них, может привести к значительным изменениям в структуре. Для того, чтобы не 
удалять все фрагменты подряд можно воспользоваться методами биоинформатического 
анализа, с помощью которых можно найти гомологи исследуемого белка и узнать, 
какие фрагменты в них отвечают за связывание с тем или иным партнёром.  

Для того, чтобы определить, какие именно аминокислоты учувствуют во 
взаимодействии, проводится сканирующий мутагенез. Он подразумевает поочерёдную 
замену аминокислот, находящихся во фрагменте, участвующем в связывании. При 
замене те из них, которые важны для связывания, целевой белок перестаёт 
взаимодействовать с белком-партнёром. Важно понимать, что мутации могут 
приводить к нарушению фолдинга. Кроме того, часто фрагменты состоят из большого 
количества аминокислот, и замена каждой из них удлинит эксперимент, поэтому 
заранее можно предположить, какие именно аминокислоты, скорее всего, учувствуют в 
связывании. Для этих целей стоит оценить консервативность каждой аминокислоты, 
так как чаще всего те из них, которые учувствуют в связывании, консервативны. 

Для этого, чтобы уточнить размеры фрагмента, ответственного за связывание, 
можно воспользоваться методом сшивания двух белков, при этом сошьются 
сближенные в пространстве аминокислоты. Сшивку проводят с помощью азотистый 
иприт или диэпоксибутан, взаимодействующие с лизинон. После этого белки 
расщепляются протеазой, при этом сшитой участок расщепляться не будет. 
Идентификацию этого участка проводят с помощью масс-спектрометрии.  

Особняком стоит метод определения участка связывания РНК с белком или ДНК 
– химический футпринтинг или ферментативный футринтинг. Он подразумевает 
сшивание молекул в месте их взаимодействия и последующую обработку 
получившегося комплекса ферментами рестрикции, расщепляющими РНК, или 
химическими реагентами. При этом РНКазы расщепляют РНК только в тех местах, где 
она не взаимодействует с белками или нуклеиновыми кислотами. В качестве РНКаз 
изспользуются РНКаза T1 (расщепляет после гуанина), РНКаза T2 (расщепляет после 
всех нуклеотидов), РНКаза A (расщепляет после пиримидинов), РНКаза V1 
(расщепляет двуцепочечные участки). Химические реагенты позволяют 
модифицировать конкретные нуклеотиды: DMS (аденин, цитозин, гуанин), кетоксаль 
(гуанин) и CMCT (урацил). Важно, чтобы модификация происходила в точечном 
режиме, то есть, чтобы на одну молекулу приходилось 1-2 модификации. После этого 
РНК переводится в ДНК с помощью обратной транскриптазы, при этом реакция 
синтеза ДНК останавливается, если на пути обратной транскриптазы оказывается 
модифицированный нуклеотид. Полученные таким образом фрагменты ДНК 
разгоняются на геле. После разделения на геле можно найти участки, которые были 
связанны с белком или ДНК, а потому не подвергались модификации, и расщепление 
по ним происходило крайне редко.  
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 Важно понимать, что футпринтинг показывает, какие нуклеотиды расположены 
в сайте связывания, но не все их них важны для взаимодействия. Для определения 
важных для связывания нуклеотидов можно воспользоваться химическим пробингом, в 
ходе которого участок РНК сначала модифицируется химическими реагентами, а 
только потом связывается с белком. При этом связывание с белком произойдет только в 
тех молекулах РНК, в которых важные для связывания нуклеотиды не были 
модифицированы. После этого комплекс РНК-белок выделяется одним из 
рассмотренных выше методов, например, с помощью аффинной хроматографии, 
переводится в кДНК и разгоняется на геле.  

Ещё один метод, позволяющий определить аминокислоты сайта связывания, 
называется ограниченным протеолизом. Он заключается обработке сшитого комплекса 
белок-белок протеазой, при этом расщепляться будут все последовательности, кроме 
тех которые участвуют в связывании. Метод имеет свои недостатки, так в некоторых 
случаях протеолизу подвергаются и сшитые участки. С помощью ограниченного 
протеолиза так же можно определять локализацию мембранных белков относительно 
мембраны, так как часть белка, погружённая в мембрану или везикулу, будет защищена 
от протеолиза.  

Тоепринтинг – метод, позволяющий определять сайт связываний белка или 
белкового комплекса на одноцепочечной линейной молекуле ДНК. Метод используется 
для определения с каким участком взаимодействует полимераза или обратная 
транскриптаза, либо рибосома – в случае варианта метода для РНК. Так, в последнем 
случае, можно подобрать праймер к последовательности мРНК и с помощью обратной 
транскриптазы начать синтезировать кДНК. При встречи обратной транскриптазы с 
рибосомой синтез останавливается и кДНК обрывается. Далее фрагменты кДНК 
разделяют электрофорезом, и определяется участок связывания рибосомы с мРНК. 

Отдельно рассматриваются методы, позволяющие определять физико-
химические характеристики межмолекулярного взаимодействия (константу 
связывания, константу диссоциации, кинетические параметры и т.д.). Один из них – 
метод плазмонного резонанса. Он реализуется на покрытой золотом поверхности чипа, 
на которой иммобилизуется один из участников взаимодействия. Второй компонент 
находится в растворе, который наносится на поверхность чипа. С другой стороны чипа 
на его поверхность под углом Брюстера падает лазерный луч. При этом лазерный луч 
частично входит в поверхность чипа, после чего отражается и попадает на детектор. 
При этом любое взаимодействие на поверхности чипа будет изменять характеристики 
отраженного света, что позволяет оценить химико-физические особенности 
биохимических реакций.  

Кроме того, к методам, позволяющим оценивать константы взаимодействия, 
относится изотермическая колометрия титрования. В термостатированном калориметре 
находится раствор одного из участников взаимодействия. С помощью инъекций 
определённого объёма раствора добавляется второй участник взаимодействия, при 
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этом, если два белка связываются, выделяется теплота, которая может быть измерена 
по разности температур. После того, как все молекулы прореагируют между собой, 
тепло перестанет выделяться при добавлении новых порций второго участника 
взаимодействия. Полученная кривая, построенная в координатах времени и скорости 
изменения теплоты, является кривой титрования, по которой можно определить как 
стехиометрию взаимодействия, так и константу связывания или энтальпию 
образования комплекса.  
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