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Ген, кодирующий протеородопсин из Dokdonia sp. PRO95 (AEX55013), клонирован и экспрессирован в клет�
ках Escherichia coli. Освещение протеородопсин�продуцирующих клеток E. coli в Na+�содержащих средах
вызывало защелачивание среды измерения, которое ускорялось в присутствии протонофора CCCP и инги�
бировалось проникающим анионом SCN–. Освещение клеток в безнатриевой среде (при замене Na+ на K+)
сопровождалось SCN–�стимулируемым и CCCP�чувствительным закислением среды. Освещение протео�
родопсин�содержащих клеток E. coli приводило к CCCP�устойчивому трансмембранному транспорту ионов
натрия из этих клеток. Таким образом, установлено, что протеородопсин из морской флавобактерии
Dokdonia sp. PRO95 является первичной светозависимой натриевой помпой. Высокий уровень гетерологи�
ческой продукции этого белка в клетках E. coli, а также стабильность и чистота выделяемых препаратов де�
лают данный протеородопсин удобной моделью для изучения механизма активной трансмембранной
транслокации ионов натрия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Na+�транслоцирующий протеородопсин, трансмембранный транспорт натрия, фла�
вобактерии.

Большинство бактерий используют Δμ–H+ в
качестве энергетической валюты при преобра�
зовании энергии. Каталитическая активность
различных комплексов дыхательных и фотосин�
тетических цепей, а также некоторых других
энергопреобразующих мембранных ферментов
сопряжена с трансмембранной транслокацией
ионов H+. Образованный таким образом Δμ–H+

далее используется для совершения различных
видов работ.

Оказалось, что активность некоторых бакте�
риальных белков сопряжена с трансмембран�
ным переносом Na+, а не протона. Впервые это
было показано в 1980 г. П. Димротом, который
описал Na+�транслоцирующую декарбоксилазу
оксалоацетата из энтеробактерии Klebsiella aero"
genes [1]. Впоследствии было установлено, что

все мембранные бактериальные декарбоксила�
зы, декарбоксилирующие различные карбоно�
вые кислоты, используют только Na+ в качестве
сопрягающего иона [2]. В дальнейшем были
открыты и другие первичные натриевые помпы
прокариот – Na+�транслоцирующая NADH:хи�
нон�оксидоредуктаза [3, 4] и гомологичная ей
Na+�транслоцирующая NADH:ферредоксин�
оксидоредуктаза [5, 6], Na+�транспортирующие
метилтрансферазный комплекс [7] и формилме�
танофуран�дегидрогеназа [8], Na+�транслоци�
рующие ATPазы (ATPсинтазы) [9, 10] и Na+�
транспортирующие пирофосфатазы [11]. Обра�
зованный с помощью этих ферментов Δμ–H+ мо�
жет быть далее использован для совершения ос�
новных видов работ – химической [10], осмоти�
ческой [12] и механической [13], формируя, та�
ким образом, натриевый цикл преобразования
энергии [14].

При анализе геномов прокариот было обна�
ружено, что описанные выше Na+�транспорти�
рующие ферменты широко распространены
среди бактерий и архей [15], особенно часто они
встречаются у морских, патогенных и метано�
генных микроорганизмов. Остается открытым
вопрос, в чем состоит причина замены сопряга�
ющего иона с H+ на Na+ у этих организмов?
Высказывалось предположение о преимущест�
вах натриевого цикла при росте бактерий при
щелочных значениях pH, а также в других усло�
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виях, сопровождающихся пониженным уров�
нем Δμ–H+ [14]. Другим объяснением широкого
распространения Na+�транслоцирующих фер�
ментов может быть представление о первичнос�
ти использования натриевого цикла в ходе воз�
никновения и эволюции мембранных энерго�
преобразующих белков живых организмов [15].

Совсем недавно семейство первичных нат�
риевых помп пополнилось еще одним предста�
вителем. Ранее считалось, что различные бакте�
риородопсины могут функционировать в каче�
стве светозависимых переносчиков ионов H+

или Cl–, а также служить рецепторами света [16].
Однако недавно было установлено, что один из
протеородопсинов морской флавобактерии
Krokinobacter eikastus способен к светозависимо�
му переносу ионов Na+ из цитоплазмы во внеш�
нюю среду [17]. В отсутствие ионов натрия этот
белок переносит протоны в том же направле�
нии, хотя и со значительно более низкой ско�
ростью протекания фотоцикла [17]. По способ�
ности к переносу как иона натрия, так и прото�
на, этот белок сходен с некоторыми Na+�транс�
лоцирующими ATPазами и пирофосфатазами
[18]. Впоследствии Na+�протеородопсин был
описан и у другой морской флавобактерии – у
Nonlabens marinus [19]. Анализ аминокислотных
последовательностей Na+�протеородопсинов
показывает, что они формируют обособленную
филогенетическую группу среди всех известных
ретиналь�связывающих белков [20].

Исследование Na+�транслоцирующих фер�
ментов имеет ряд преимуществ по сравнению с
протонными помпами. Прежде всего, при изу�
чении Na+�помп можно свободно манипулиро�
вать концентрацией сопрягающего иона без су�
щественного влияния на стабильность белка,
что невозможно в случае H+�транслоцирующих
ферментов. В частности, можно исследовать ка�
талитический цикл натрий�зависимого фермен�
та при лимитировании его скорости низкими
концентрациями Na+ и выявить в нем стадии,
специфически ускоряющиеся этими ионами.
Поэтому исследование Na+�помпирующих про�
теородопсинов важно не только для детализа�
ции натриевого цикла, но также способно при�
вести и к существенному прогрессу в понима�
нии механизма функционирования ретиналь�
содержащих энергопреобразующих ферментов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Бактериальные штаммы и условия выращива�
ния. Культура Dokdonia sp. PRO95 была получена
из коллекции микроорганизмов и клеточных
культур института Лейбница (DSMZ). Клетки

выращивали при 25° в среде MM как описано в
[21]. Клетки Escherichia coli растили при 37° в
средах LB или TB. При необходимости в эти
среды вносили ампициллин до конечной концен�
трации 125 мкг/мл.

Конструирование экспрессионного вектора, не�
сущего ген, кодирующий протеородопсин AEX55013
из Dokdonia sp. PRO95 с C�терминальной гекса�
гистидиновой последовательностью. Нуклеотид�
ная последовательность, кодирующая протео�
родопсин AEX55013, была амплифицирована
методом ПЦР с использованием высокоточной
полимеразы «Tersus» («Евроген», Россия) и пары
праймеров rhod_dir (5'�GCCATGGCACAAGAA�
CTAGGA) и rhod_rev (5'�CGAGCTCCTATTTG�
CTTCGACTAG), а также геномной ДНК Dokdo"
nia sp. PRO95 в качестве матрицы. Амплифици�
рованный 849 п.н. фрагмент был клонирован в
вектор pBAD�TOPO™ («Invitrogen», США) с по�
лучением плазмиды pTopo_Rhod_10. Для удале�
ния N�концевой лидерной последовательности,
добавляемой к клонированному гену экспрес�
сионным вектором pBAD�TOPO, в соответ�
ствии с инструкцией производителя конструк�
ция pTopo_Rhod_10 была обработана эндонук�
леазой NcoI и после этого зашита с получением
плазмиды pRhod_10.1. Правильность клониро�
ванной вставки была проверена секвенировани�
ем. Полученная конструкция (pRhod_10.1) была
трансформирована в клетки E. coli штамма BL21.

Выделение рекомбинантного протеородопсина.
Для индукции синтеза протеородопсина клетки
E. coli/pRhod_10.1 сначала выращивали в среде
TB до поздней логарифмической фазы роста
(A600 ~1,5) при 37°, после чего в ростовую среду
добавляли 1,5 г/л L�арабинозы и 1,5 мг/л пол"
ностью"транс�ретиналя. Клетки далее выращи�
вали при 15° в течение 16 ч [22], далее осаждали
центрифугированием (10 000 g, 10 мин) и дваж�
ды промывали средой, содержащей 300 мМ KCl,
10 мМ Tris�HCl и 5 мМ MgSO4, pH 8,0. Клеточ�
ный осадок суспендировали в среде A, содержа�
щей 300 мМ KCl, 20 мМ Tris�HCl, 5 мМ MgSO4,
1 мМ фенилметилсульфонилфторид и 5 мМ
имидазол, pH 8,0. Полученную суспензию про�
пускали дважды через пресс Френча (16 000 psi).
Неразрушенные клетки удаляли осаждением
при 22 500 g (10 мин), супернатант центрифуги�
ровали при 200 000 g (75 мин). Полученный оса�
док мембран суспендировали в среде A, солюби�
лизировали его в присутствии 1,5%�ного DDM
и центрифугировали при 200 000 g (60 мин).
Протеородопсин выделяли из полученного су�
пернатанта с помощью аффинной хроматогра�
фии. Для этого супернатант наносили на колонку
с сорбентом Ni�NTA, уравновешенным со сре�
дой Б, содержащей 300 мМ KCl, 10 мМ Tris�HCl,
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0,05%�ный DDM и 10 мМ имидазол, pH 8,0. Ко�
лонку промывали дважды, сначала средой Б, а
далее этой же средой, содержащей 100 мМ ими�
дазол. Сорбированный протеородопсин смыва�
ли с колонки средой Б, содержащей 250 мМ
имидазол. Полученный белок концентрировали
и хранили при –80°. Содержание белка опреде�
ляли бицинхониновым методом [23], используя
бычий сывороточный альбумин в качестве стан�
дарта.

Светозависимый трансмембранный транспорт
протонов в клетках E. coli. Индуцированные
клетки E. coli/pRhod_10.1 (R�E. coli) осаждали
центрифугированием (10 000 g, 10 мин), дважды
промывали средой, содержащей 100 мМ Na2SO4

(или K2SO4), 10 мМ Tris�HCl и 5 мМ MgSO4,
pH 8,0, суспендировали в этой же среде и инку�
бировали анаэробно при 4° в течение 16 ч. Эта
процедура приводила к истощению клеток по
эндогенным субстратам и их загрузке нужным
катионом (Na+ или K+). Истощенные клетки
дважды промывали 100 мМ Na2SO4 (или K2SO4)
и суспендировали в этом же растворе до концен�
трации клеточного белка 2 мг/мл. Полученную
суспензию помещали в ячейку объемом 1,4 мл,
оснащенную pH электродом. pH суспензии до�
водили до 7,0 добавлением раствора NaOH (или
KOH). Ячейку с клетками инкубировали в тем�
ноте, после чего освещали галогенной лампой
мощностью 100 Вт в течение 3 мин. Ответы pH
электрода калибровали добавлением насыщен�
ного аргоном раствора H2SO4.

Измерение светозависимого трансмембранно�
го транспорта ионов Na+ в клетках R�E. coli. Наг�
руженные Na+ клетки после темновой инкуба�
ции и освещения (как описано выше) осаждали на
нитроцеллюлозном фильтре (45 мкм) («Millipore»,
США) и промывали 5 мл 0,5 М раствора манни�
тола [24]. Содержание натрия на фильтре опре�
деляли с помощью пламенной фотометрии. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве модельного объекта для изучения
Na+�транслоцирующего протеородопсина нами
был выбран белок «putative xanthorhodopsin» из
морской флавобактерии Dokdonia sp. PRO95
(код доступа в GenBank – AEX55013). Этот бе�
лок обладает высоким уровнем идентичности
первичной структуры по отношению к двум из�
вестным на сегодняшний день представителям
семейства Na+�помпирующих бактериородопси�
нов из K. eikastus (98% идентичности) и N. mari"
nus (84% идентичности). Так же как и у этих све�
тозависимых Na+�помп, аминокислотная после�
довательность протеородопсина из Dokdonia со�

держит характерные замены консервативных ос�
татков глутамата, играющих ключевую роль в
трансмембранном транспорте протона у H+�
помпирующих бактериородопсинов, – Glu85Asn
и Glu96Gln (нумерация остатков приведена в
соответствии с первичной структурой бактерио�
родопсина из Halobacterium salinarium), т.е. т.н.
NQ�мотив [20]. Таким образом, анализ первич�
ной структуры протеородопсина из Dokdonia
указывает на то, что этот белок, по�видимому,
также является первичной светозависимой нат�
риевой помпой. Это, наряду с культивируе�
мостью Dokdonia sp. PR095 и наличием полной
последовательности генома данной бактерии
[21], делает данный белок привлекательным объ�
ектом для изучения механизма светозависимого
трансмембранного транспорта ионов натрия.

Для изучения протеородопсина из Dokdonia ген
этого белка был клонирован в экспрессионный
вектор pBAD�TOPO™. Полученную конструк�
цию трансформировали в клетки E. coli BL21.
Гетерологическая экспрессия данной конструк�
ции в присутствии полностью"транс�ретиналя при�
водила к появлению у клеток E. coli/pRhod_10.1
пурпурной окраски, не характерной для клеток
кишечной палочки дикого типа, что указывало
на высокий уровень продукции ретиналь�содер�
жащего белка.

Ион�транслоцирующие свойства продуци�
рованного белка были исследованы регистраци�
ей светоиндуцированного трансмембранного
транспорта протонов. Ранее, при изучении Na+�
транслоцирующей NADH:хинон оксидоредук�
тазы из Vibrio alginolyticus было показано, что до�
бавление О2 к клеточной суспензии этой бакте�
рии в присутствии протонофора приводит к за�
щелачиванию среды измерения [25]. Этот эф�
фект обусловлен тем, что при генерации транс�
мембранного электрического потенциала за
счет переноса иона натрия, а не протона, внесе�
ние протонофора в среду измерения приводит к
возникновению потока Н+, направленного по
градиенту Δψ внутрь клетки. Впоследствии этот
метод был успешно применен для изучения
многих ион�транслоцирующих ферментов, в
том числе и различных родопсинов [17, 19,
26–27].

Как показано на рис. 1, a (серая линия),
трехминутное освещение анаэробной суспензии
клеток R�E. coli в растворе Na2SO4 приводило к
развивающемуся во времени защелачиванию
среды, которое спадало до исходных значений
pH при выключении света. Освещение конт�
рольных клеток E. coli, не содержащих плазмиду
pRhod_10.1, не приводило к каким�либо изме�
нениям значений pH (данные не представлены).
Как скорость изменения pH, так и амплитуда
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ответа в случае протеородопсин�содержащих
клеток существенно увеличивались в присут�
ствии протонофора CCCP (рис. 1, a, черная ли�
ния). Добавление проникающего аниона SCN–

приводило к практически полному подавлению
светоиндуцируемого защелачивания (рис. 1, a,
пунктирная линия), что указывает на то, что оно
вызвано пассивным потоком протонов, направ�
ленным по градиенту Δψ. Таким образом, полу�
ченные данные показали способность протео�
родопсина из Dokdonia sp. PRO95 к транслока�
ции какого�то другого, отличного от H+ иона. 

В то же время освещение анаэробной сус�
пензии клеток R�E. coli в безнатриевой среде (в
растворе K2SO4) не сопровождалось изменением
pH среды измерения (рис. 1, б). Добавление
проникающего аниона SCN– приводило к появ�
лению небольшого закисления этой среды в от�
вет на освещение клеточной суспензии. Такое
закисление полностью предотвращалось в при�
сутствии протонофора CCCP. Так как состав ис�
пользуемых сред отличался лишь используемым
катионом (Na+ или K+), можно считать, что в
натрий�содержащих средах протеородопсин из
Dokdonia sp. PRO95 транспортирует Na+, таким
образом, этот белок является первичной натри�
евой помпой. В отсутствие ионов натрия этот
протеородопсин способен использовать протон
в качестве помпируемого иона. H+�транслоци�
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Рис. 1. Светозависимое образование ΔpH клетками E. coli, продуцирующими протеородопсин из Dokdonia sp. PRO95. Ана�
эробную суспензию клеток E. coli/pRhod_10.1 (2 мг клеточного белка на мл) в 100 мМ Na2SO4 (а) или 100 мМ K2SO4 (б) ос�
вещали в течение 3 мин с использованием галогенной лампы мощностью 100 Вт. а – Серая линия – светозависимая гене�
рация ΔpH в отсутствие добавок, черная линия – в присутствии 20 мкM CCCP, пунктирная линия – в присутствии 20 мкM
CCCP и 25 мМ KSCN; б – серая линия – светозависимая генерация ΔpH в отсутствие добавок, черная линия – в присут�
ствии 25 мМ KSCN, пунктирная линия – в присутствии 25 мМ KSCN и 20 мкM CCCP
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Рис. 2. Светозависимый транспорт ионов Na+ клетками E. coli,
продуцирующими протеородопсин из Dokdonia sp. PRO95.
Суспензию Na+�нагруженных клеток E. coli/pRhod_10.1 в
100 мМ Na2SO4, 10 мМ Tris�HCl и 5 мМ MgSO4, pH 8,0, ос�
вещали с использованием галогенной лампы мощностью
100 Вт в отсутствие (квадраты) или в присутствии (кружки)
20 мкM CCCP

80

40

без добавок

+20 мкМ СССР

0 2 4 6 8 10

Время, мин

N
a

+
, 

н
м

о
л

ь
/м

г 
б

е
л

к
а

240

200

160

120

12 14 16 18

Выключение света

Включение света



Na+�ТРАНСЛОЦИРУЮЩИЙ ПРОТЕОРОДОПСИН

рующая активность белка из Dokdonia sp. PRO95
намного менее выражена по сравнению с Na+�
транслоцирующим протеородопсином из K. eikas"
tus [17], и по этому показателю изучаемый белок
ближе к своему аналогу из N. marinus [19].

Для проверки заключения о функциониро�
вании протеородопсина из Dokdonia sp. PRO95 в
качестве первичной натриевой помпы был из�
мерен светоиндуцированный транспорт Na+

клетками R�E. coli. Как показано на рис. 2, осве�
щение клеточной суспензии данного штамма
приводило к уменьшению цитоплазматической
концентрации ионов натрия. Данный процесс
слегка ускорялся в присутствии CCCP или, по
крайней мере, был устойчив к действию этого
протонофора. Таким образом, наблюдаемый
транспорт нельзя объяснить за счет протекания
каких�либо вторичных процессов, например, за
счет работы Na+/H+�антипортера. Важно отме�
тить, что как защелачивание среды в присут�
ствии CCCP (рис. 1, a), так и Na+�транспорт
(рис. 2) развивались во времени со сходными
кинетиками. Более того, в обоих процессах наб�
людались сходные амплитуды ответов за первые
3 мин освещения (~90 нмоль H+ мг белка–1 и
~110 нмоль Na+ мг белка–1 соответственно). Это
подтверждает заключение о том, что светозависи�
мое и CCCP�активируемое защелачивание внеш�
ней среды суспензии клеток R�E. coli вызвано
именно активным трансмембранным переносом
ионов натрия. Совокупность полученных дан�
ных позволяет заключить, что протеородопсин
из Dokdonia sp. PRO95 действительно функцио�
нирует в качестве первичной натриевой помпы. 

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  4  2015

531

Рис. 3. Оптический спектр выделенного рекомбинантного
протеородопсина из Dokdonia sp. PRO95. Спектр определя�
ли в среде, содержащей 20 мМ KH2PO4, pH 7,0, 0,05%�ный
DDM
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Рис. 4. ДСН�ПААГ электрофореграмма рекомбинантного
протеородопсина из Dokdonia sp. PRO95, выделенного из
клеток E. coli. Гель, окрашенный с помощью красителя
Coomassie brilliant blue, линии с номерами слева от геля по�
казывают положение и молекулярные массы белковых
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БЕРЦОВА  и  др.

Na+�транслоцирующий протеородопсин из
Dokdonia sp. PRO95 был выделен из клеток R�E. coli
с помощью аффинной хроматографии в одну
стадию очистки с выходом около 3 мг очи�
щенного белка с одного литра клеточной куль�
туры. Как показано на рис. 3, оптический
спектр полученного препарата имеет два основ�
ных пика поглощения – при 279 и 523 нм. Ко�
ротковолновый пик соответствует поглощению
света ароматическими аминокислотными остат�
ками, а длинноволновый – поглощению света
ретиналем. Положение максимума при 523 нм
хорошо соответствует спектральным свойствам
двух других известных Na+�транслоцирующих
протеородопсинов [17, 19]. Относительно не�
большое соотношение амплитуд двух пиков
спектра (А279 нм/А523 нм = 2,7) указывает на высо�
кую степень очистки изучаемого белка [22].
Важно также отметить отсутствие каких�либо
дополнительных полос поглощения в спектре
Na+�транслоцирующего протеородопсина, в
том числе и в области γ�пиков цитохромов
(400–450 нм). Это означает отсутствие в полу�
ченном препарате оксидазы bo�типа, являю�
щейся основным примесным белком при выде�
лении на никелевых носителях гексагистидин�со�

держащих белков из мембранной фракции E. coli.
Заключение о чистоте полученного препарата
подтвердилось результатами его анализа с по�
мощью ДСН�ПААГ. Как видно из рис. 4, элект�
рофореграмма выделенного белка содержит
лишь одну основную белковую полосу с кажу�
щейся мол. массой ~33 кДа (теоретическая Mγ
для Na+�транслоцирующего протеородопсина
из Dokdonia sp. PRO95 вместе с полигистидино�
вым хвостом составляет 34,8 кДа). Полученные
данные демонстрируют чистоту полученного
препарата (как по спектральным свойствам, так
и по белковому составу), достаточную для его
дальнейшего исследования.

Таким образом, можно заключить, что протео�
родопсин из морской флавобактерии Dokdonia sp.
PRO95 (AEX55013) является первичной светоза�
висимой натриевой помпой. Высокий уровень
гетерологической продукции этого белка в клет�
ках E. coli, а также стабильность и чистота выде�
ляемых препаратов делают этот протеородопсин
удобной моделью для изучения механизма актив�
ной трансмембранной транслокации ионов натрия.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (грант 14�14�00128).
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The gene encoding proteorhodopsin AEX55013 from Dokdonia sp. PRO95 was cloned and expressed in Escherichia
coli cells. Illumination of the proteorhodopsin�producing E. coli cells in Na+�containing media resulted in alkalin�
ization of the media. This response was accelerated by the uncoupler CCCP and inhibited by penetrating anion
SCN–. Illumination of the cells in sodium�free medium (made by substituting Na+ with K+) resulted in SCN–�stim�
ulated and CCCP�sensitive acidification of the medium. Illumination of the proteorhodopsin�containing E. coli cells
caused CCCP�resistant transmembrane sodium export from these cells. We conclude that the proteorhodopsin from
the marine flavobacterium Dokdonia sp. PRO95 is a primary light�driven Na+�pump. A high level of the heterologous
production in E. coli cells as well as stability and purity of the isolated protein makes this proteorhodopsin an attrac�
tive model to study mechanism of active sodium transmembrane translocation.

Key words: Na+�translocating proteorhodopsin, transmembrane sodium transport, flavobacteria


