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Образование и распад белок6белковых комплексов играют важную роль в различных процессах, протека6
ющих в живой клетке. Нарушение белок6белковых взаимодействий наблюдается при различных патоло6
гиях. Изучение природы этих взаимодействий будет способствовать более глубокому пониманию молеку6
лярных основ патогенеза болезней и поможет в разработке новых подходов к их терапии. В настоящее вре6
мя существует множество методов, позволяющих выявлять и анализировать взаимодействия белков in
vitro. Однако более точные данные можно получить, изучая межбелковые взаимодействия in vivo, в живой
системе. Один из немногих перспективных методов такого рода основан на эффекте комплементации
фрагментов репортерных белков. Репортерные системы такого рода основаны на изменении флуоресцент6
ных свойств или ферментативной активности белков, которые можно измерять при помощи колориметри6
ческих, люминесцентных или иных субстратов. Принцип комплементации широко используется для ана6
лиза межбелковых взаимодействий, определения порядка взаимодействия белков6партнеров в отдельных
сигнальных путях, а также в высокопроизводительных скрининговых исследованиях с целью обнаруже6
ния и картирования ранее неизвестных межбелковых взаимодействий. Возможности уже созданных ком6
плементационных репортерных систем позволяют решать задачи, далеко выходящие за рамки простой ре6
гистрации взаимодействий двух и более белков.

Ключевые слова: репортерная система, белок6белковые взаимодействия, белковая комплементация,
сплит6люцифераза, бимолекулярная флуоресцентная комплементация.

PROTEIN COMPLEMENTATION AS TOOL FOR STUDYING PROTEIN6PROTEIN INTERACTIONS
IN LIVING CELLS, by S. P. Chumakov1, 2*, J. E. Kravchenko1, 2, P. M. Chumakov2, 3, 4 (1Engelhardt Insti6
tute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia; *e6mail: stepan@chuma6
kov.com; 2Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Mos6
cow, 117997 Russia; 3Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia; 4Lerner Research Institute,
Cleveland Clinic Foundation, Cleveland OH 44195 USA). Association and degradation of protein complexes
play essential role in a majority of normal and pathologic processes, which take place in living cell. Studying the
underlying mechanisms of those interactions would give deeper understanding of specific causes of disease pro6
gression and would allow developing new therapeutic strategies. The majority of technical approaches currently
used for detecting protein association include in vitro protein extraction and purification, whereas more relevant
results require methods that can be used in vivo. One of a few approaches for in vivo protein association detec6
tion is based on reporter protein fragment complementation. Reporter systems based on protein complementa6
tion rely on reconstitution of reporter protein fluorescent or enzymatic activity which occurs upon reassociation
of protein fragments and could be measured by colorimetry, luminometry or fluorimetry. Protein complemen6
tation is widely used to develop reporter systems for analysis of protein interactions, for functional dissection of
signal transduction pathways and for performing high6throughput screenings to discover new protein interaction
partners. Currently developed approaches that utilize protein fragment complementation have possibilities that
extend far beyond simple detection of interaction in a pair of proteins. 
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ВВЕДЕНИЕ

После расшифровки структуры генома челове#
ка, когда активно секвенируются полные геномы
различных организмов, рост числа белков с из#
вестной первичной структурой значительно опе#
режает накопление сведений о функциях, выпол#
няемых этими белками. В постгеномную эру на
первый план выходят функции белков, а также
домены, участвующие в белок#белковых взаимо#
действиях. 

Образование белок#белковых комплексов, их
ассоциация и диссоциация играют важную роль
во множестве процессов, протекающих в живой
клетке. Репликация ДНК, транскрипция, сплай#
синг и синтез белков осуществляются молекуляр#
ными машинами, построенными из большого чис#
ла компонентов, посредством белок#белковых вза#
имодействий. Взаимодействия между белками
участвуют в передаче сигналов внутрь клетки (вза#
имодействие белковых лигандов с рецепторами),
во внутриклеточной передаче сигналов по цепи по#
следовательных взаимодействий между сигналь#
ными молекулами. Сигнальные пути контролиру#
ют обмен веществ, поддержание гомеостаза, про#
цессы развития и старения. Нарушения белковых
взаимодействий в сигнальных цепях играют важ#
ную роль в патогенезе различных заболеваний, в
том числе онкологических. Совокупность взаимо#
действий между белками формирует интерактом,
расшифровка которого позволит раскрыть меха#
низмы функционирования и регуляции клеточных
процессов. 

Белки могут соединяться друг с другом, обра#
зуя либо временные комплексы, либо стабиль#
ные структуры. В результате возможна модифи#
кация одного или обоих компонентов комплекса
с изменением их функции. С другой стороны,
сами модификации белков, такие как, напри#
мер, фосфорилирование, дефосфорилирование,
ацетилирование, окисление SH#групп, могут
способствовать или формированию комплексов,
или их диссоциации, изменяя функцию взаимо#
действующих белков. 

В основе множества патологий лежит, в част#
ности, образование или накопление в клетке “не#
правильных” белковых агрегатов, которые могут
служить мишенями при проведении лекарствен#
ной терапии. 

Существует множество методов выявления и
анализа белковых взаимодействий in vitro. Как
правило, они основаны на получении и очистке
белковых экстрактов, что может влиять на состо#
яние белков и их взаимодействие, поэтому более
точные данные можно получить в живой системе
in vivo. Желательно, чтобы такие методы позволя#
ли количественно оценивать взаимодействия. В
одном из подходов такого рода используется эф#
фект комплементации фрагментов репортерных
белков. Разрабатываемые по этому принципу ре#

портерные системы основаны на изменении флу#
оресценции или ферментативной активности бел#
ка, что можно измерять с помощью колориметри#
ческих, люминесцентных или иных субстратов.
Способы детекции, применяемые в таких систе#
мах, могут иметь свои преимущества и недостатки. 

Принцип работы репортерных систем может
включать обнаружение функциональной компле#
ментации между фрагментами репортерного бел#
ка, т.е. способности двух неактивных частей ре#
портерного белка спонтанно взаимодействовать
при сближении и восстанавливать активность
(рис. 1а). Детектируемая активность появляется в
том случае, когда два сблизившихся фрагмента
формируют активную вторичную структуру. По#
этому, если оба фрагмента находятся в клетке в
свободном состоянии, то вероятность их реассо#
циации невысока, и, как следствие, невелика и
выявляемая активность. Если же репортерные
фрагменты присоединены к белкам, которые об#
ладают взаимным сродством, вероятность встре#
чи и воссоединения репортерных фрагментов
увеличивается, что приводит к появлению актив#
ности. В зависимости от степени сродства будет
меняться и активность репортерного белка. 

В число наиболее часто используемых репор#
терных белков входят убиквитин [1], варианты зе#
леного (GFP) [2] или красного (dsRED) [3] флуо#
ресцентных белков [4, 5], дигидрофолатредуктаза
(DHFR) [6], β#лактамаза [7], β#галактозидаза
[8, 9], TEV#протеаза [10], люцифераза [11] и другие.
В зависимости от репортерного белка активность
можно выявлять по интенсивности флуоресцен#
ции, люминесценции и цветного окрашивания,
по изменению количества клеток, выживших по#
сле обработки цитотоксичным агентом, и по дру#
гим легко детектируемым проявлениям. При
этом активность ряда репортерных белков можно
измерять разными способами. Например, актив#
ность DHFR можно определить как по превраще#
нию люминесцентного субстрата, так и по приоб#
ретению клетками устойчивости к метотрексату.
Активность β#галактозидазы можно обнаружить
при помощи как люминесцентных, так и окра#
шенных субстратов. Существует также метод би#
молекулярной комплементации флуоресценции
(BiFC), в котором измеряют флуоресценцию кле#
ток, возникающую при соединении фрагментов
флуоресцентных белков. 

Принцип белковой комплементации широко
используется в комплементационных репортер#
ных системах для анализа межбелковых взаимо#
действий. Такие системы позволяют изучать как
порядок взаимодействия белков#партнеров в
отдельных сигнальных путях, так и проводить
высокопроизводительные скрининги с целью
обнаружения и картирования неизвестных ра#
нее межбелковых взаимодействий. Некоторые
репортерные системы, основанные на принци#
пе комплементации, пригодны для отслеживания
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Рис. 1. a – Принцип действия белковой комплементации. Фермент, способный расщеплять субстрат (S), искусственно
делят на две неактивные части. Если две неактивные части вступают во взаимодействие, то активность фермента вос#
станавливается. б – Репортерная система, использующая комплементацию сплит#убиквитина для регистрации взаи#
модействия двух белков. Белок А соединен с С#концевым фрагментом убиквитина, к которому присоединена мечен#
ная HA#эпитопом дигидрофолатредуктаза (DHFR). Белок В соединен с N#концевым фрагментом убиквитина. Если
белки А и В связываются, то половинки убиквитина также воссоединяются, что приводит к их распознаванию уби#
квитиновой протеазой (UBP) и отщеплению от HA#DHFR. Этот процесс регистрируется с помощью Вестерн#блотин#
га и антител к HA.

изменений белковых комплексов под действием
лекарственных средств, влияющих на проведение
внутриклеточных сигналов, что позволяет изучать
детали механизмов влияния биологически актив#
ных веществ на клеточный метаболизм. 

РАЗНООБРАЗИЕ 
КОМПЛЕМЕНТАЦИОННЫХ 

РЕПОРТЕРНЫХ СИСТЕМ

Одним из первых репортерных белков для
определения межбелковых взаимодействий стал
убиквитин, небольшой и вездесущий белок, во#
влеченный в регуляцию времени жизни и актив#
ности белков во множестве биологических про#
цессов. Убиквитин может ковалентно приши#
ваться к остаткам лизина в белках и осуществлять
их убиквитинирование при помощи убиквитин#
конъюгирующих ферментов. Остатки убиквити#
на с меченых белковых молекул удаляются убик#
витин#специфичными протеазами (UBP). В ре#
портерной конструкции на основе убиквитина
используется способность UBP узнавать и от#
щеплять только правильно сложенный убикви#
тин. Пришитые к изучаемым белкам половинки
молекулы убиквитина, в которые для уменьше#
ния их взаимного сродства введены дополни#
тельные мутации, могут воссоединяться только
при значительном сближении или благодаря
сродству между пришитыми к ним белками. В
этом случае убиквитин принимает конформа#
цию, в которой он может опознаваться и от#
щепляться UBP. В результате удаления остатка
убиквитина изменяется подвижность репортер#
ного белка, что можно определить методом Ве#

стерн#блотинга. Исходно в качестве репортер#
ного белка использовали DHFR с прикрепленным
HA#эпитопом (рис. 1б) [1]. 

Описанный подход, впервые примененный на
дрожжевой модели, был логическим развитием и
усовершенствованием дрожжевой двухгибридной
системы. В классической двухгибридной системе
один белок соединяется с фрагментом фактора
транскрипции (ТФ), закрепленным на сайте свя#
зывания ТФ, а другой – с другим фрагментом это#
го ТФ. Взаимодействие двух белков приводит к
соединению половинок ТФ на сайте связывания
и последующей экспрессии репортерного гена. В
отличие от двухгибридной системы сплит#убик#
витиновая репортерная система позволяет на#
блюдать за белок#белковыми взаимодействиями,
происходящими не только в ядре, но и в составе
клеточных структур, например на плазматиче#
ской мембране. При помощи этого подхода про#
веден успешный поиск белков, связывающихся
in vivo с дрожжевым белком Sec63p, ассоцииро#
ванным с эндоплазматическим ретикулумом [12].
Единственное условие при использовании этого
подхода состоит в присутствии в том же клеточ#
ном компартменте активной UBP [13]. 

Для тестирования функционирования систем
на основе белковой комплементации наиболее
часто используется рапамицин#зависимое связы#
вание белка FKBP с FKBP#рапамицин#связыва#
ющим доменом (FRB) протеинкиназы TOR (или
FRAP) (рис. 2а) [14]. Макролидный антибиотик
рапамицин обладает целым спектром разнооб#
разных активностей, в частности, он способен
подавлять секрецию интерлейкина#2. Рапамицин
индуцирует связывание FKBP и киназы TOR, что
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приводит к ее ингибированию. Именно ингиби#
рование TOR лежит в основе физиологических
эффектов, характерных для рапамицина. По#
скольку взаимодействие двух белков индуцирует#
ся малой молекулой (рапамицином), этот про#
цесс можно тонко контролировать, модулируя
концентрацию рапамицина, что позволяет оце#
нивать изменение активности репортера, сопро#
вождающее связывание FKBP и FRB. Возмож#
ность произвольного контроля гетеродимера
FKBP и FRB может использоваться и для управ#
ляемой активации белков при помощи сплит#
убиквитина. С этой целью белок, функцию кото#
рого предполагается контролировать, “сливают”
с фрагментом убиквитина, соединенного, в свою
очередь, с FRB и сигналом разрушения в протеа#
сомах (СПД) (рис. 2б). Комплементарный фраг#
мент убиквитина сливается с FKBP. FRB и свя#
занные с ним белки в отсутствие взаимодействия
с FKBP быстро подвергаются разрушению в про#
теасомах. Добавление рапамицина приводит к

образованию комплекса между FKBP и FRB, что
вызывает комплементацию фрагментов убикви#
тина, который распознается UBP и отщепляется
от контролируемого белка вместе с FRB и СПД. В
результате время полужизни контролируемого
белка существенно возрастает, что увеличивает и
его функциональную активность [15]. 

РЕПОРТЕРНЫЕ СИСТЕМЫ НА ОСНОВЕ 
СПЛИТ6ФЕРМЕНТОВ

Большинство молекулярно#биологических ре#
портерных систем основано на выстраивании
взаимосвязи между изучаемым событием и акти#
вацией фермента или флуоресцентного белка.
Популярные ферменты, используемые в качестве
репортерных, например, β#галактозидаза, β#лак#
тамаза или люцифераза, в клетках млекопитаю#
щих отсутствуют, что обеспечивает низкий уро#
вень фонового сигнала. Эти ферменты обладают
высокой специфичностью к субстрату и высокой
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Рис. 2. а – Рапамицин#зависимое взаимодействие FK506#связывающего белка (FKBP) с FKBP#рапамицин#связыва#
ющим доменом белка FRAP (FRB). Добавление антагониста рапамицина – FK506, приводит к диссоциации комплек#
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единяется с фрагментом убиквитина (С#Ub), FKBP и сигналом деградации в протеасомах (СПД). Комплементарный
фрагмент убиквитина (N#Ub) сливается с FRB. В отсутствие рапамицина СПД вызывает деградацию связанных с ним
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изучаемого белка. В результате этот белок не подвергается разрушению в протеасомах.
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чувствительностью, что позволяет точно изме#
рять их активность. В отличие от флуоресцентных
белков, сигнал ферментативного репортера мож#
но усилить путем более продолжительной инку#
бации с субстратом, что дополнительно расширя#
ет рабочий диапазон его чувствительности. 

β#Галактозидаза – фермент, расщепляющий
клетчатку, кодируется геном lacZ Еscherichia coli.
Этот фермент cтал одной из первых моделей для
белковой инженерии. Оказалось, что β#галакто#
зидазу можно разрезать на два неравных фрагмен#
та, ферментативная активность которых способна
восстановиться при сближении (эффект α#ком#
плементации). Эффект α#комплементации β#га#
лактозидазы широко используется для создания
комплементационных репортерных систем. К до#
стоинствам β#галактозидазы относится малый
размер одного из ее фрагментов – α#пептида,
N#концевого участка, состоящего всего из
56 аминокислотных остатков. Такой пептид, ес#
ли его присоединить к исследуемому белку,
практически не влияет на способность переме#
щаться между клеточными структурами. Наряду со
стандартными способами введения репортерных
конструкций в клетку (трансфекция экспрессиру#
ющими конструкциями или трансдукция реком#
бинантным вирусом), возможно и прямое при#
менение компонентов комплементационного
репортерного белка. Так, например, фрагменты
β#галактозидазы, присоединенные биотин#
стрептавидиновыми мостиками к эпидермаль#
ному фактору роста или к трансферрину, позво#
ляют с высокой чувствительностью определять
взаимную локализацию соответствующих этим ли#
гандам рецепторов на поверхности раковой клет#
ки, что важно для наблюдения за развитием опухо#
ли и эффективностью терапии [16]. 

Интересный вариант комплементационной
системы – система на основе сплит#тимидинки#
назы, позволяющая наблюдать межбелковые вза#
имодействия в трансгенных мышах in vivo. Акти#
вирующаяся при комплементации фрагментов
тимидинкиназа вируса простого герпеса типа 1
(HSV1) способна фосфорилировать радиоактив#
но меченные производные урацила, что приводит
к их накоплению внутри клетки. Это накопление
можно наблюдать путем сканирования мышей
методом позитронной эмиссионной томографии
(PET) [17]. 

Другое необычное применение белковой ком#
плементации – репортерная система на основе тер#
мофильных бактерий Thermus thermophilus. В этой
системе используется комплементация фрагмен#
тов бактериальной аденилаткиназы (AKTn), спо#
собной функционировать при температуре 78°С,
она может применяться в скрининговых исследо#
ваниях in vivo с целью поиска термостабильных
белковых комплексов [18].

Белковую комплементацию можно использо#
вать не только для регистрации белок#белковых
взаимодействий, но и для локальной избиратель#
ной активации введенной в организм конструк#
ции. Экспрессия в мышах под контролем двух тка#
неспецифичных промоторов фрагментов кДНК
сплит#рекомбиназы Cre, слитой с мутированным
тамоксифен#чувствительным рецептором эстра#
диола (ERT2), позволяет добиться контролируе#
мой и исключительно точной тканеспецифичной
активации фермента, вырезающего из генома
LoxP#фланкированные участки ДНК (рис. 3а) [19].

Сходный с убиквитиновой репортерной систе#
мой принцип действия имеет и система на основе
сплит#TEV#протеазы (tobacco etch virus pro#
tease). TEV#протеаза эффективно работает при
37°С, не содержит сайтов узнавания в белках
млекопитающих, а ее усиленная экспрессия хо#
рошо переносится клетками. Восстановление
активности TEV#протеазы можно зарегистри#
ровать в результате транскрипционной актива#
ции – индуцированного протеолизом высво#
бождения заякоренного на плазматической
мембране или в цитоплазме ТФ, который, пере#
мещаясь в ядро, активирует экспрессию репортер#
ного белка (люциферазы или флуоресцентного
белка) (рис. 3б). Зарегистрировать активность про#
теазы можно и путем прямой протеолитической
активации. Для этого в клетках экспрессируют не#
активные репортерные белки (модифицирован#
ную люциферазу или вариант GFP), активность
которых восстанавливается под действием TEV#
протеазы [10].

СКРИНИНГ БЕЛКОВ ПРИ ПОМОЩИ 
КОМПЛЕМЕНТАЦИОННЫХ 

РЕПОРТЕРНЫХ СИСТЕМ

Репортерные системы на основе комплемен#
тации используются не только для изучения взаи#
модействий между двумя белками, они удобны и
для выявления белков#партнеров. С этой целью
применяют системы, в которых активация сплит#
фермента сопровождается приобретением устой#
чивости к ядам. В качестве примера можно при#
вести комплементационную репортерную систему
на основе сплит#DHFR, используемой для скри#
нинга в клетках пекарских дрожжей (рис. 4а).
DHFR, необходимая для de novo синтеза нуклео#
тидов в клетках дрожжей, ингибируется метот#
рексатом, в то время как в репортерной системе
используются фрагменты нечувствительного к
метотрексату мутантного фермента. Эти фраг#
менты соединяются с исследуемыми белками и,
если белки взаимодействуют, то образуется “ра#
ботоспособная” DHFR, что делает клетку устой#
чивой к метотрексату [20]. 

Комплементационная система на основе опти#
мизированной цитозиндезаминазы (oyCD) дрож#
жей может применяться в двухступенчатом скри#
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нинге для выявления взаимодействия мутантных
вариантов исследуемого белка с двумя различны#
ми партнерами. yCD катализирует превращение
цитозина в урацил, что позволяет клеточной
культуре выживать в питательной среде без ура#
цила. yCD способен дезаминировать не только
цитозин, но и 5#фторцитозин (5#FT), превращая
его в 5#фторурацил (5#FU), метаболит которого,
5#фторурацилтрифосфат (5#FUTP), чрезвычайно
токсичен. Таким образом, появление oyCD в
клетках дрожжей, лишенных эндогенного фер#
мента в результате делеции гена FCY1, приведет к
тому, что они смогут выживать без урацила, одна#
ко будут гибнуть при добавлении 5#FT. Использо#

вание сплит#oyCD может предусматривать про#
ведение двух последовательных раундов селек#
ции. Сначала на среде без урацила отбирают
варианты мутантного белка 1, которые взаимо#
действуют с белком 2, а затем скринингом в при#
сутствии 5#FT из отобранных вариантов выбира#
ют те, которые не взаимодействуют с белком 3
(рис. 4б) [21]. 

СПЛИТ6ЛЮЦИФЕРАЗНЫЕ 
РЕПОРТЕРНЫЕ СИСТЕМЫ

Пожалуй, наиболее часто для создания ком#
плементационных репортерных систем использу#
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Рис. 3. а – Механизм активации сплит#рекомбиназы Cre. В отсутствие лиганда (4#гидрокситамоксифена, 4OHT) му#
тантные рецепторы эстрогенов (ERT) заякоривают фрагменты CRE в цитоплазме на белках теплового шока (HSP).
Добавление 4OHT освобождает ERT из комплекса с HSP и позволяет фрагментам CRE комплементировать и переме#
щаться в ядро. б – Варианты регистрации активации сплит#протеазного репортера на примере сплит#протеазы TEV:
воссоединение белков А и В приводит к комплементации фрагментов TEV. 1 – Протеаза расщепляет участки, соеди#
няющие две комплементарные α#спирали, присоединенные либо к N#фрагменту люциферазы (соединена со спира#
лью 1), либо к С#фрагменту (соединена со спиралью 2). Эти спирали выделены разными оттенками серого. После рас#
щепления соединяющего участка, спирали 1 и 2, входящие в разные комплексы, могут рекомбинировать, что приведет
к образованию активной люциферазы. 2 – Протеаза расщепляет белковую цепь, соединяющую фактор транскрипции
(TФ) с белком, заякоренным на мембране. Освободившийся фактор транскрипции способен переместиться в ядро и
активировать транскрипцию репортерного гена. 
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ются люциферазы, группа ферментов, которые
каталитически окисляют субстрат (например лю#
циферин), что приводит к кратковременному вы#
бросу фотонов света. Широкое использование
люцифераз в качестве репортерных белков обу#
словлено простотой определения их активности и
большим динамическим диапазоном регистриру#
емых значений.

В репортерных конструкциях на основе сплит#
люцифераз (SLCA, split#luciferase complementa#
tion assay) используются пять различных фермен#
тов: люциферазы светлячков (Photinus pyralis)
[22], жуков#щелкунов (Pyrophorus plagiophthalamus
и P. termitilluminans) [23, 24], Renila reniformis [11] и
веслоногого рачка (Gaussia princeps) [25]. Первые
два фермента в качестве субстрата используют
люциферин светлячков, имеют достаточно круп#
ные размеры (61 кДа) и зависят от кофакторов
(АТР и ионы магния). Люциферазы R. reniformis и
G. princeps окисляют целентеразин, более ком#
пактны (36 и 20 кДа соответственно) и не нужда#
ются в кофакторах. 

Хотя использование сплит#люцифераз для
изучения межбелковых взаимодействий in vivo
более трудоемко по сравнению со сплит#флуо#
ресцентными белками, эти репортерные систе#
мы обладают рядом уникальных преимуществ.
SLCA#системы пригодны для работы даже при
очень небольших уровнях экспрессии, что связа#

но с практически полным отсутствием фонового
сигнала, поскольку в эукариотических клетках
нет люминесценции. Появление даже незначи#
тельных количеств активного фермента можно
измерить достоверно и количественно. С другой
стороны, низкая интенсивность флуоресценции
делает SLCA#системы малопригодными для мик#
роскопии. Другое важное достоинство SLCA#си#
стем – обратимость процесса комплементации
фрагментов люциферазы – качество, которого
нет у систем на основе комплементации флуорес#
ценции. Необратимое соединение репортерных
доменов может помочь в поиске и визуализации
“редких” белковых взаимодействий, однако, не#
обратимо комплементирующий репортерный бе#
лок не позволяет измерять кинетику ассоциации
и диссоциации белковых комплексов. SLCA#си#
стемы лишены этого недостатка, они позволяют
точно регистрировать динамику взаимодействия
двух белков. Так, например, в опытах с белками
FKBP и FRB, меченными сплит#люциферазой,
люминесценцию регистрировали после обработ#
ки клеток рапамицином, в то время как после до#
бавления в среду FK506 (или такролимуса), кон#
курентного антагониста рапамицина, люминес#
ценция быстро исчезала [25].

Существенный недостаток SLCA#систем – за#
висимость регистрируемых показаний от субстра#
та, постепенное истощение которого приводит к
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Рис. 4. а – Механизм действия сплит#дигидрофолатредуктазной репортерной системы. Фрагменты мутантной DHFR
(mDHFR), нечувствительной к метотрексату, соединяются с изучаемыми белками. Если белки не взаимодействуют, то
обработка клеток метотрексатом приводит к подавлению эндогенной DHFR и гибели. Если белки взаимодействуют,
то фрагменты mDHFR рекомбинируют, и в клетках появляется активная DHFR, нечувствительная к метотрекса#
ту. б – Двухступенчатая система для поиска вариантов белков, обладающих сродством к определенным мишеням.
1 – Поиск мутантного варианта белка А, способного связываться с белком В. Варианты белка А соединяются с
N#концевым фрагментом цитозиндезаминазы (N#oyCD), катализирующей превращение цитозина в урацил, а бе#
лок В – с С#концевым этого фермента (C#oyCD). Оба белка вводят в клетки дрожжей, не содержащие эндогенную oy#
CD, и культивируют в среде без урацила. В отсутствие урацила клетки могут выжить только в присутствии активной
oyCD, которая образуется, если вариант белка А (mA) свяжется с белком В. 2 – Определенный на стадии 1 mA, связы#
вающийся с белком В, взаимодействует также с белком С, что нежелательно. Библиотека вариантов mA соединяется
с N#oyCD, а белок С – с С#oyCD. Обе конструкции вводятся в клетки дрожжей той же линии, что и в 1. Клетки куль#
тивируют в среде с добавлением 5#фторцитозина (5#FC). oyCD способен превращать нетоксичный 5#FC в токсичный
5#FU, что приводит к гибели клеток. Таким образом можно отобрать только те клетки, в которых нет активной oyCD,
и, как следствие, есть mA, не связывающийся с белком С. 
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затуханию сигнала. Связанные с этим сложности
регистрации динамики изменения активности ре#
портерного белка и сопоставления данных, полу#
ченных в ходе независимых опытов, стимулирова#
ли создание многоцветных люциферазных репор#
терных систем [26]. Примером такой системы
служит люциферазный сенсор для измерения кон#
центрации внутриклеточного сАМР. В этом сенсо#
ре используется способность С#концевого домена
люциферазы жука#щелкуна взаимодействовать с
различными N#концевыми доменами, которые
определяют длину волны люминесценции. Два
различных N#концевых домена люциферазы и ее
С#концевой домен соединяются с сАМР#связыва#
ющим доменом протеинкиназы А (PKA) таким
образом, чтобы в отсутствие сАМР С#концевой
домен взаимодействовал с N#концевым доменом,
характеризующимся красной люминесценцией
(613 нм). После связывания сАМР конформация
репортерного белка изменяется, С#концевой до#
мен люциферазы начинает взаимодействовать с
альтернативным N#концевым доменом, обладаю#
щим зеленой люминесценцией (538 нм) (рис. 5а).
Изменение концентрации сАМР приводит к изме#
нению соотношения красной и зеленой люминес#
ценции, которое не зависит от концентрации суб#
страта или кофакторов [27].

Недостатком люцифераз светлячка и жука#
щелкуна, пригодных для создания многоцветных

репортерных конструкций, является их большой
размер. Присоединение крупных фрагментов
(400 и 150 аминокислотных остатков) к неболь#
шим исследуемым белкам может влиять на их
внутриклеточное распределение и функции. Су#
ществуют более компактные сплит#люциферазы,
лишенные этого недостатка. Так гуманизирован#
ная люцифераза веслоногого рачка G. princeps
(hGluc) имеет небольшой размер и высокую
удельную люминесценцию. SLCA#cистема на ос#
нове hGluc состоит из двух приблизительно рав#
ных по размеру фрагментов (~90 аминокислот#
ных остатков), а ее удельная люминесценция рав#
на примерно 10% активности целой hGluc [25]. 

SLCA#репортерные системы применяются для
наблюдения за взаимодействием как клеточных
[28], так и вирусных белков [29]. В опытах с β#ами#
лоидом, меченным фрагментами люциферазы, по#
казано, что SLCA#системы можно использовать
для регистрации олигомеризации (агрегации) изу#
чаемого белка [30]. 

Одно из перспективных применений компле#
ментационных репортеров – системы, позволяю#
щие регистрировать активацию специфических
протеаз. С этой целью половинки комплемента#
ционного репортерного белка соединяются с ис#
кусственными пептидами, которые образуют су#
перспиральную структуру из двух α#спиралей, A
и B, связанных участком, содержащим сайт рас#

а б в
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Рис. 5. а – Биосенсор на концентрацию сАМР. В отсутствие сАМР конформация сАМР#связывающего домена проте#
инкиназы А (PKA#cAMP BD) способствует связыванию С#концевого фрагмента люциферазы с N#концевым (длина
волны люминесценции 613 нм). При захвате сАМР конформация PKA#cAMP BD изменяется, сближая связанные с
ним С#концевой фрагмент люциферазы и N#концевой фрагмент (длина волны люминесценции 538 нм). При измене#
нии концентрации сАМР изменяется соотношение интенсивности люминесценции на длинах волн 613 и 538 нм, не
зависящее от концентрации люциферина. б – Биосенсор на окислительное повреждение ДНК. Один фрагмент люци#
феразы соединяется с CpG#связывающим доменом MBD1, а другой – с 8#оксогуанин#связывающим доменом OGG1.
Окислительное повреждение ДНК приводит к образованию 8#оксогуанина, с которым связывается OGG1, сближая
фрагменты люциферазы. в – Репортерная система для тестирования способности фактора транскрипции (TФ?) свя#
зываться с определенной нуклеотидной последовательностью (TBS). ТФ соединяется с малым фрагментом сплит#
флуоресцентного белка sfGFP (11 sfGFP), большой фрагмент которого (1–10 sfGFP) соединяется с белком оболочки
бактериофага MS2. MS2 узнает и связывается с расположенным рядом с TBS сайтом связывания MS2#BS, что приво#
дит к заякориванию 1–10 sfGFP вблизи изучаемого участка ДНК. Если TФ связывается с TBS, то фрагменты sfGFP
сближаются и комплементируют с образованием активного sfGFP.
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щепления изучаемой протеазой. Одна половина
репортерного белка присоединяется к N#, а дру#
гая – к С#концу суперспирального пептида. Пока
протеаза не активна, суперспирально#сложенные
пептиды, пришитые к половинкам репортерного
белка, не могут взаимодействовать. При актива#
ции протеазы связь между двумя α#спиралями
расщепляется, и суперспиральные структуры
обоих пептидов утрачивают стабильность. Теперь
к одной половине репортерного белка пришитой
оказывается только α#спираль A, а к другой –
только α#спираль B. Обе α#спирали могут снова
спонтанно соединиться, что приведет к воссоеди#
нению половинок репортерного белка и его акти#
вации. Один и тот же репортерный белок может
реагировать на активацию двух различных проте#
аз, если между α#спиралями, пришитыми к его
половинкам, вставлены участки, несущие сайты
расщепления двух разных протеаз (рис. 3б, 1) [31]. 

SLCA# системы могут использоваться и для ре#
гистрации образования нуклеопротеидных ком#
плексов. Для этого фрагменты люциферазы со#
единяют с белками, способными связываться с
одним и тем же участком ДНК или РНК. В каче#
стве примера остроумной реализации этой идеи
можно привести биосенсор на окислительное по#
вреждение ДНК. Этот биосенсор состоит из двух
белков – фермента специфической репарации 8#
оксигуанина OGG1, слитого с С#концевым фраг#
ментом люциферазы светлячка, и N#концевого
фрагмента люциферазы, слитого с фрагментом
белка, содержащего метил#CpG#связывающий
домен (MBD1) (рис. 5б). Под действием окисли#
тельного стресса образуется 8#оксигуанин, кото#
рый стимулирует колокализацию обеих частей
биосенсора на поврежденных CpG#участках ДНК
с последующей активацией люциферазы. 

Аналогично устроен и биосенсор на УФ#повре#
ждение ДНК. В этом сенсоре С#концевой фраг#
мент люциферазы слит с белком DDB2, избира#
тельно связывающимся с 6,4#пиримидин#пири#
мидоновыми димерами, которые образуются в
результате фотоповреждения ДНК. В этом случае
используется тот же вариант белка, содержащего
N#концевой фрагмент люциферазы, что и в био#
сенсоре на окислительное повреждение ДНК [32].

РЕПОРТЕРНЫЕ СИСТЕМЫ НА ОСНОВЕ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ БЕЛКОВ

Репортерные системы, основанные на флуо#
ресцентной комплементации (BiFC, bimolecular
fluorescent complementation), чрезвычайно удобны
в применении. В них используются белки, которые
не обладают ферментативной активностью, не яв#
ляются субстратами ферментов, а построены они
по тому же принципу, что и другие комплементаци#
онные репортерные белки. Флуоресцентный белок
разрезается на неактивные половинки, способные
при сближении восстанавливать вторичную струк#

туру и флуоресцентную активность. Такие нефлуо#
ресцентные половинки соединяют с изучаемыми
белками, а появление флуоресценции свидетель#
ствует о взаимодействии данных белков. 

По такому принципу созданы BiFC#системы
на основе мономерных синих, голубых, зеленых,
желтых и красных флуоресцентных белков [5]. Из
них наиболее широко используются системы на
основе желтого (Venus) и голубого (Cerulean) флуо#
ресцентных белков. В отличие от многих других
подходов для проведения измерений с использова#
нием BiFC#системы не требуются дополнительные
обработки: окрашивание, введение репортерных
субстратов или лигандов. Все это повышает досто#
верность получаемых результатов [33]. 

Преимущество BiFC#систем состоит в количе#
ственной корреляции между флуоресцентным
сигналом и интенсивностью взаимодействия ана#
лизируемых белков. Регистрируя изменения флу#
оресценции, можно изучать влияние мутаций,
вводимых в структуру белка, на его способность
взаимодействовать со своим партнером. Таким
образом, метод флуоресцентной комплемента#
ции позволяет осуществлять тонкое картирова#
ние функциональных доменов белка [34].

К достоинствам BiFC#систем можно отнести их
удобство для определения внутриклеточной лока#
лизации белковых комплексов, поскольку все на#
блюдения можно проводить в живой клетке с по#
мощью флуоресцентного микроскопа. По сравне#
нию с FRET (fluorescence resonance energy transfer),
другим популярным флуоресцентным методом
определения локализации, системы BiFC не нуж#
даются в сложном и дорогом специальном обору#
довании. В FRET#системах используется способ#
ность флуорохромов к прямому переносу энергии
с возбужденного флуорохрома#донора на флуоро#
хром#акцептор, если спектр флуоресценции пер#
вого хотя бы частично совпадает со спектром воз#
буждения второго, и если оба флуорохрома нахо#
дятся в непосредственной близости (в пределах
форстеровского радиуса). У существующих FRET#
пар флуоресцентных белков форстеровский ради#
ус равен 2–6 нм, что зачастую недостаточно для
определения взаимодействия белков, входящих в
крупные многокомпонентные комплексы. Для
BiFC#систем характерна способность восстанав#
ливать флуоресцентные свойства при сближении
фрагментов белка на расстояние до 10 нм [2], что
позволяет регистрировать взаимодействие двух
белков, даже не прямое, а опосредованное тре#
тьим, адаптерным, белком. 

Существенный недостаток BiFC#систем – не#
обратимость комплементации фрагментов флуо#
ресцентных белков. Предпринимаются попытки
создания мутантных вариантов сплит#флуорес#
центных белков, в которых взаимное сродство
субъединиц искусственно уменьшено [5], однако,
BiFC#системы пока не позволяют достоверно
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оценивать динамику образования и распада бел#
ковых комплексов, поскольку константа диссо#
циации фрагментов мутантного флуоресцентного
белка существенно ниже, чем константа их ассо#
циации [13]. Это же обстоятельство может обер#
нуться преимуществом, поскольку следующее за
образованием исследуемого комплекса накопле#
ние флуоресцирующих молекул позволяет реги#
стрировать очень слабые взаимодействия между
белками. 

Созревание активного флуоресцентного бел#
ка, происходящее после воссоединения двух не#
активных половин, требует времени (десятки ми#
нут или даже часы, в зависимости от репортерно#
го белка). В связи с этим BiFC#системы не могут
использоваться для наблюдения за краткосроч#
ной кинетикой взаимодействия между белками
[2]. Эта проблема частично решена в репортерных
системах на основе “быстро сворачивающегося”
GFP (superfolder GFP, sfGFP). 

Изучать динамику конкурентного замещения
одного белкового лиганда другим, а также трех# и
четырехкомпонентные белковые комплексы
можно с использованием многоцветной флуорес#
центной комплементации. Спектральные свой#
ства флуоресцентного белка определяются струк#
турой его N#концевого домена, поэтому, присо#
единив N#концевые домены двух различных
флуоресцентных белков (например, желтого Ve#
nus и голубого Cerulean) к двум разным лигандам
одного рецептора, а С#концевой домен одного
флуоресцентного белка к самому белку#мишени,
по спектральным свойствам флуоресцентного
сигнала можно определить, какой из лигандов
связывается с белком#мишенью (рис. 6) [35, 36]. 

Отдельно от прочих BiFC#репортеров стоят
системы, в которых используется sfGFP. SfGFP
создан на основе модифицированного GFP (EG#
FP), чтобы улучшить способность EGFP, слитого
со слабоструктурированными белками, форми#
ровать активную вторичную структуру [37]. Вто#
ричная структура sfGFP отличается повышенной
устойчивостью, а сам хромофор имеет весьма ко#
роткое время созревания [38]. Сплит#флуорес#
центный репортер на основе sfGFP состоит из
крупного N#концевого фрагмента, содержащего
первые 10 β#слоев, формирующих флуоресцент#
ный домен, и небольшого (15 аминокислотных
остатков) С#концевого фрагмента, содержащего
последний, 11#й, β#слой [39]. Разделение sfGFP
на два неравновеликих фрагмента привело к то#
му, что сплит#sfGFP обладает гораздо более вы#
сокой склонностью к спонтанной самосборке,
чем разделенные примерно посередине сплит#
флуоресцентные Venus и Cerulean, что отрицатель#
но сказывается на уровне его фоновой активно#
сти [40]. С другой стороны, компактный С#кон#
цевой фрагмент sfGFP более удобен для мечения
небольших белков, поскольку он может не так
сильно влиять на их функции. Создан также мо#

дифицированный вариант сплит#sfGFP, у которого
снижена способность к спонтанной комплемента#
ции и, как следствие, понижен уровень фоновой
активности [41]. 

BiFC#репортерные системы могут применять#
ся и для наблюдений за взаимодействием клеточ#
ных рецепторов с небелковыми молекулами. Так,
в BiFC#биосенсоре на вещества с эстрогенной ак#
тивностью используется способность рецептора
эстрогенов α (α#ER) изменять конформацию при
связывании с лигандом. На N#конец фрагмента
α#ER помещается N#концевая часть сплит#флуо#
ресцентного белка, а на С#конец – его С#конце#
вая часть. В отсутствие лиганда N# и С#концевые
фрагменты флуоресцентного репортерного белка
существенно удалены друг от друга и неактивны.
После присоединения лиганда, 17β#эстрадиола
или его аналога, конформация рецептора изменя#
ется таким образом, что соединенные с ним репор#
терные фрагменты сближаются, вызывая флуорес#
ценцию [42]. Таким же образом путем соединения
фрагментов флуоресцентного белка с мальтозосвя#
зывающим белком сконструирован биосенсор, ре#
агирующий на концентрацию мальтозы [43]. 

Помимо небелковых лигандов, партнерами
BiFC#меченых белков могут быть и крупные не#
белковые молекулы. Так, в клетки, экспрессиру#
ющие BiFC#меченый белок оболочки бактерио#
фага MS2 и исследуемый белок, вводили мРНК,
содержащую участок связывания белка бактерио#
фага и потенциальный участок связывания изуча#
емого белка. Если изучаемый белок взаимодей#
ствовал с участком мРНК, он оказывался вблизи
BiFC#меченого белка бактериофага, что восста#
навливало флуоресцентные свойств репортера
(рис. 5в) [44]. При помощи BiFC#меченых синте#
тических белков, узнающих специфические нук#
леотидные последовательности, удалось просле#
дить внутриклеточное перемещение эндогенной
митохондриальной ДНК в клетках, подвергнутых
окислительному стрессу [45].

С целью изучения мембранной топологии
трансмембранного белка, а также конформаци#
онных изменений белков#рецепторов в ответ на
присоединение лиганда фрагменты флуоресцент#
ного репортерного белка размещают на их N# и
С#концах [46]. 

Появление сплит#флуоресцентных белков,
состоящих из крупной неактивной части и суще#
ственно меньшей части активатора флуоресцен#
ции, позволяет использовать BiFC для компле#
мент#активируемой световой микроскопии
(CALM) и даже молекулярной микроскопии.
Для отображения поверхностных белков клетки
и динамики их интернализации к изучаемому
белку присоединяют большую субъединицу ре#
портера и экспрессируют такую конструкцию в
клетке. Непосредственно перед получением
изображения клетки инкубируют в среде с до#
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бавлением короткого фрагмента репортерного
белка. В результате можно визуализировать ме#
ченый белок, находящийся на поверхности
клетки. Аналогичным образом можно наблю#
дать и внутриклеточные молекулы. С этой целью
короткий фрагмент репортерного белка вводят в
клетку либо микроинъекцией, либо сливают с
проникающим в клетку пептидом. Для проведе#
ния молекулярной микроскопии необходимо,
чтобы клетка содержала крайне незначительное
число флуоресцентных молекул. Традиционно
для этого используется либо продолжительная
фотоинактивация флуоресцентно меченных
белков, либо гены этих белков экспрессируют
под контролем слабых промоторов. Использова#
ние BiFC позволяет исключить потенциальные
стрессовые воздействия фотоинактивации и
предоставляет более широкие возможности для
регуляции концентрации флуоресцентных мо#
лекул [47].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для изучения белок#белковых взаимодей#
ствий, клеточных сигнальных и метаболических
путей, механизмов канцерогенеза и других про#

блем с использованием систем на основе белко#
вой комплементации необходим широкий спектр
сплит#репортерных белков. Очевидно, что разно#
плановость задач не позволяет создать универ#
сальную репортерную систему. Вместе с тем,
устранение недостатков каждого конкретного ре#
портерного белка позволяет адаптировать их к
более широкому кругу задач. В настоящее время
интенсивно разрабатываются репортерные систе#
мы на основе люцифераз и BiFC, которые взаимно
дополняют друг друга и пригодны для решения
большинства типичных задач в области межбелко#
вых взаимодействий. Люциферазные и BiFC#ре#
портерные системы совершенствуются в двух ос#
новных направлениях. Одно предусматривает со#
здание систем, позволяющих регистрировать
взаимодействие более двух белков одновременно,
т.е. конкурентное связывание с общей мишенью,
образование тройных комплексов и т.д. Другое на#
правление предполагает создание репортерных си#
стем, минимально влияющих на способность бел#
ка взаимодействовать со своими партнерами и пе#
ремещаться между клеточными структурами. В
случае одного гипотетического сигнального пути
первый подход более удобен для изучения ключе#
вых компонентов, взаимодействующих с различ#
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нм

475
нм

N
#V

enus
B

C#GFP

C#GFP

A

A C
N#Cerulean

N
#Cerulean

Рис. 6. Многоцветное мечение для обнаружения взаимодействия белка А с разными мишенями. Белок А сливается с
С#концевым фрагментом флуоресцентного белка, а белки#мишени В и С – с N#концевыми фрагментами флуорес#
центных белков Venus и Cerulean. При взаимодействии А с В восстанавливается активный Venus, флуоресцирующий с
пиком при 528 нм, а при взаимодействии А с С – активный Cerulean, флуоресценция которого достигает пика при 475 нм.
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ными белками. Второй же подход необходим при
изучении тех компонентов сигнального пути, ко#
торые имеют небольшой размер или активно пе#
ремещаются между клеточными структурами. 

Возможности уже созданных комплементаци#
онных репортерных систем позволяют выполнять
задачи, далеко выходящие за рамки простой ре#
гистрации взаимодействий двух и более белков.
Система, включающая несколько комплемента#
ционных репортерных белков, “чувствующих”
взаимодействие различных пар белков, может
применяться для функционального картирова#
ния сигнального пути – определения порядка
передачи сигнала между многими белками, эта#
пов сигнального пути, на которых регулируется
передача сигнала или взаимодействия между
разными сигнальными путями. Таким же обра#
зом можно определить механизм действия хими#
ческих соединений, влияющих на передачу сиг#
нала, установить их точную мишень, обнаружить
возможные побочные взаимодействия [48, 49].
Возможным становится проведение обратного
скрининга – вещества, обладающие хорошо из#
вестной активностью, могут подвергаться скри#
нингу на библиотеке комплементационных ре#
портеров для определения их мишеней и меха#
низмов действия.

Не менее перспективно и использование ре#
портерных систем на основе белковой компле#
ментации для получения мутантных белков с за#
данными свойствами – способностью связы#
ваться с одними белками#мишенями или не
взаимодействовать с другими. Это также откры#
вает возможность создания искусственных бел#
ков с заданными функциями [21]. Такой подход
будет востребован не только для изучения функ#
ционирования белковых доменов, но и для со#
здания новых лекарственных средств, эффек#
тивных при различных патологиях. 

Наконец, как следует из результатов работ по
созданию сплит#убиквитиновых и сплит#проте#
азных систем, применение сплит#ферментов поз#
волит создавать и вводить в клетки искусствен#
ные сигнальные пути, предназначенные как для
комплексного исследования клеточных функ#
ций, так и для придания клеткам новых свойств и
функций. 

Работа выполнена при поддержке государствен#
ных контрактов № 16.740.11.0637 (С.П.Ч.) и
№ П1051 (Ю.Е.К.) в рамках мероприятий Феде#
ральной целевой программы “Научные и научно#
педагогические кадры инновационной России” на
2009–2013 годы, Российского фонда фундамен#
тальных исследований (10#04#00370#а (Ю.Е.К.),
11#04#00410, 11#04#92697 (П.М.Ч.)), гранта Прези#
дента Российской Федерации для поддержки мо#
лодых российских ученых (Ю.Е.К.), программы
“Молекулярная и клеточная биология” (Ю.Е.К. и
П.М.Ч.), договора Министерства образования и

науки по постановлению Правительства РФ
№ 220#11.G34.31.0034 (П.М.Ч.) и грантов Наци#
ональных институтов здоровья США (R01
AG25278 (П.М.Ч.)).
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