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Согласно последним данным протеомного ана�
лиза, ядрышки клеток человека содержат около
4000 белков, значительная часть которых необходи�
ма для осуществления основной функции ядрышка –
синтеза рибосом [1–7]. Однако около трети белков,
выявляемых в составе выделенных ядрышек, изуче�
ны недостаточно, а их роль в клеточном метаболиз�
ме до сих пор остается невыясненной. К таким бел�
кам относится, в частности, белок SURF�6.

SURF�6 впервые описан в 1996 г. как продукт
экспрессии гена Surf�6, являющегося шестым чле�
ном локуса Surfeit в геноме мыши Mus musculus [8].
Позднее его ортологи обнаружены у представите�
лей других таксономических групп от дрожжей до
человека [9, 10]. На сегодняшний день наиболее хо�
рошо изучен SURF�6 мыши. Доказано, что он явля�
ется жизненно необходимым белком, пост�тран�
скрипционный нокдаун которого приводит к гибе�
ли соматических и эмбриональных клеток [11, 12].
Специфическая локализация в ядрышках и связь с
ядрышковой РНК предполагают участие SURF�6
мыши в биогенезе рибосом [13], а увеличение со�
держания SURF�6 в фибробластах и лимфоцитах
мыши, активированных к пролиферации [14], ука�
зывает на участие SURF�6 в процессах клеточной
пролиферации. В совокупности, описанные свой�
ства свидетельствуют в пользу многофункциональ�
ности SURF�6 мыши и, возможно, его гомолога,
белка hSURF�6, у человека. Ген Surf�6 человека и
продукт его экспрессии – hSURF�6 (361 аминокис�
лотных остатков) описаны в 2000 г. [9], однако,
функции SURF�6 человека на сегодняшний день
практически не изучались.

Цель данной работы – клонирование, экспрессия
в бактериальной системе (Escherichia coli) и выделе�
ние рекомбинантного белка GST�hSURF�6 для по�
лучения специфических антител к SURF�6 человека.

МЕТОДИКА

Клеточные культуры. Клетки человека линии He�
La приобретены в Российской коллекции клеточ�
ных культур (Институт цитологии РАН, Санкт�Пе�
тербург). Клетки выращивали в среде DMEM
(“ПанЭко”, Россия), содержащей 10% эмбриональ�
ной сыворотки крупного рогатого скота (“Hy�
Clone”, США), 2 мМ L�глутамин, антибиотики пе�
нициллин и стрептомицин (по 250 ед./л каждого),
при 37°С и в атмосфере 5% СО2. 

Клонирование полноразмерной кДНК гена Surf�6
человека. Для клонирования кДНК гена Surf�6 чело�
века был выбран вектор pGEX�2T, позволяющий
экспрессировать целевой ген под контролем инду�
цибельного tac�промотора. Последовательность
кДНК Surf�6 человека получена из [9]. Суммарную
РНК выделяли из клеток HeLa (10×6) с помощью на�
бора RNeasy Mini Kit (“Qiagen”, США), следуя реко�
мендациям производителя. Выделенную РНК ис�
пользовали в качестве матрицы для синтеза первой
цепи кДНК hSurf�6 методом обратной транскрип�
ции с помощью обратной транскриптазы вируса
лейкемии мышей M�MLV (“Promega”, США) и oli�
go(dT)18 праймеров. кДНК hSurf�6 амплифицирова�
ли с помощью ПЦР, используя специфические
праймеры к гену hSurf�6: 5'�cggaattctgatggcctctc�
tactcgccaaggac (сайт рестрикции EcoRI подчеркнут)
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и 3'�gcgggatcctcagaccaggcctgcgcgctccag (сайт рестрик�
ции BamHI подчеркнут). Амплификацию произво�
дили на амплификаторе “Терцик” (“ДНК�техноло�
гия”, Россия) в следующем режиме: денатурация
при 94°С 3 мин, затем 40 циклов по 45 с при 94°С,
45 с при 65°С и 1 мин при 72°С, общая элонгация
продолжалась 3 мин при 72°С. Продукты ПЦР раз�
деляли методом гель�электрофореза в стандартных
условиях. ДНК, соответствующую расчетной по�
движности кДНК hSurf�6 (1086 п.н.), вырезали из ге�
ля и очищали с помощью набора для очистки ДНК
Whizard SV Gel and PCR Clean�Up System (“Prome�
ga”, США). Амплификат и вектор pGEX�2T (“GE
Healthcare”, Великобритания) обрабатывали эндо�
нуклеазами рестрикции BamHI и EcoRI (“Promega”,
CША), очищали с помощью набора Whizard SV Gel
and PCR Clean�Up System (“Promega”, США) и ли�
гировали ДНК�лигазой Т4 в молярном соотноше�
нии 1 : 1 (“Promega”, США). Продукт лигирования
трансформировали в клетки Escherichia coli штамма
XL�1 Blue (“Stratagene”, CША) по стандартной ме�
тодике [15]. Клетки высевали на LB�агар с ампицил�

лином (100 мкг/мл) и инкубировали при 37°С в тече�
ние 16 ч. Из нескольких выросших колоний выделя�
ли плазмидную ДНК с помощью набора Whizard
Plus SV Minipreps DNA purification System
(“Promega”, США). Наличие вставки в клонах, соот�
ветствующей по размеру кДНК hSurf�6, определяли
гидролизом эндонуклеазами рестрикции EcoRI и
BamHI. Плазмиды, предположительно содержащие
вставку hSurf�6, затем подвергали секвенированию с
помощью набора реактивов ABI PRISM® BigDye™
Terminator v. 3.1 и автоматического секвенатора ДНК
ABI PRISM 3730 (“Applied Biosystems”, США).

Экспрессия и выделение рекомбинантного белка
GST(hSURF(6. Клетки E. coli штамма BL21�Codon�
Plus(DE3)�RIL (“Stratagene”, США) трансформиро�
вали плазмидой pGEX�2T�GST�hSurf�6 и высевали
на чашки Петри по стандартной методике. Отдель�
ную колонию с чашки пересевали в 10 мл среды LB
[15], содержащей 100 мкг/мл ампициллина, с после�
дующей инкубацией в течение ночи с горизонталь�
ным перемешиванием (250 об/мин) при 37°С. Ноч�
ную культуру переносили в 0.5 л среды LB c ампи�
циллином (100 мкг/мл) и выращивали до
достижения оптической плотности 0.6 при 590 нм.
Экспрессию GST�hSURF�6 индуцировали добавле�
нием 0.1 мМ изопропилтиогалактозида (ИПТГ,
“Sigma”, США) 3 ч при 37°С и горизонтальном пе�
ремешивании (250 об/мин). Клетки осаждали цен�
трифугированием (1000 g, 20 мин), осадок ресуспен�
дировали в 20 мл ледяного буфера A, содержащего
20 мМ трис�НСl (pH 7.5), 150 мM NaCl, 1 мМ ЭДТА�
Na, 1 мМ фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ),
1 мМ дитиотреитол (ДТТ), коктейль протеазных ин�
гибиторов (“Sigma”, США). Для уменьшения про�
теолитической деградации белка все этапы выделе�
ния проводили при 4°С. Все растворы для выделе�
ния содержали протеазные ингибиторы (1 мМ
ФМСФ, 1 мМ ЭДТА�Na), а раствор для лизиса бак�
терий – коктейль протеазных ингибиторов (“Sig�
ma”, США). Клетки разрушали на льду с помощью
ультразвукового дезинтегратора (20 импульсов по
1 мин каждый) и добавляли тритон Х�100 до конеч�
ной концентрации 1%. Суспензию центрифугиро�
вали (12000 g, 10 мин) при 4°С, к полученному су�
пернатанту добавляли NaCl до конечной концен�
трации 0.5 М и 1 мл L�глутатион�сефарозы 4В
(“GE Healthcare”, Великобритания), предваритель�
но уравновешенной буфером A, содержащим 0.5 M
NaCl и 1% тритона Х�100, и инкубировали 30 мин с
интенсивным перемешиванием при 4°С. Суспен�
зию переносили в колонку и промывали последова�
тельно 100 мл буфера B, содержащим 20 мМ трис�
НСl (pH 7.5), 1 М NaCl, 1% тритона Х�100, 1 мМ
ЭДТА�Na, 1 мМ ФМСФ, 1 мМ ДТТ, 100 мл буфера В
без NaCl, 100 мл буфера В без NaCl и без тритона
Х�100. Все операции производили при 4°С. Белок
элюировали 5 мл буфера С, содержащим 20 мМ
трис�НСl (pH 8.0), 20 мМ L�глутатион, 1 М NaCl, 1%
тритон Х�100, 1 мМ ЭДТА�Na, 1 мМ ФМСФ, 1 мМ
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Рис. 1. Электрофореграммы продуктов ПЦР с кДНК
SURF�6 человека (1), вектора pGEX�2T, обработан�
ного эндонуклеазами EcoRI и BamHI (2), вектора
pGEX�2T�GST�hSurf�6 (3) и продуктов его рестрик�
ции эндонуклеазами EcoRI и BamHI (4); 5 – маркеры
(цифрами указаны п.н.). Звездочкой обозначен фраг�
мент, подвижность которого соответствует подвиж�
ности кДНК Surf�6 человека (1086 п.н.). 
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ДТТ. Собирали фракции по 1 мл и анализировали их
электрофорезом в 12%�ном ПААГ, содержащим
0.1% ДДС�Na [16]. 

Иммуноблоттинг. Фракции, полученные после
элюции, разделяли электрофорезом в 12%�ном
ПААГ [16]. На каждую дорожку наносили не более
10 мкг суммарного белка. Перенос белков на нитро�
целлюлозную мембрану осуществляли в камере для
полусухого переноса (“Bio�Rad”, Великобритания).
Перед переносом гель и мембрану инкубировали
30 мин в буфере, содержащем 48 мМ трис (pH 8.3),
39 мМ глицин, 20% метанола, 0.0385% ДДС�Na. Пе�
ренос белков из геля на мембрану проводили при
постоянном напряжении 25 В в течение 1 ч. Мем�
брану инкубировали в 5%�ном растворе обезжирен�
ного молока в буфере TBS�T, содержащем 20 мМ
трис�HCl (pH 7.6), 150 мМ NaCl, 0.05% твин�20, в
течение 1 ч при комнатной температуре. Затем мем�
брану инкубировали с поликлональными антитела�
ми к белку SURF�6 мыши [8] в разведении 1 : 500 в
течение 1 ч, 40 мин c антителами к иммуноглобули�
нам кролика, конъюгированными с пероксидазой
хрена (“Jackson ImmunoResearch Laboratories”,
США), в разведении 1 : 15000 в буфере TBS�T. После
двукратной отмывки в буфере TBS�T мембрану про�
являли с помощью набора ECL+Plus Detection Kit
(“GE Healthcare”, Великобритания). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Клонирование кДНК Surf�6 человека и создание
вектора pGEX(2T(GST(hSurf(6. Результаты ПЦР
кДНК Surf�6 представлены на рис. 1 (дорожка 1).
Кроме целевого продукта, размером около 1086 п.н.,
на дорожке присутствовали несколько дополни�
тельных продуктов размером от 300 до 2500 п.н. На�
личие нескольких продуктов амплификации можно

объяснить тем, что при ПЦР специфические прай�
меры, помимо кДНК целевого гена могут отжигать�
ся на другие последовательности ДНК, присутству�
ющие в образце. Так, обратный праймер (3'  5'),
комплементарный 3'�концу последовательности
кДНК Surf�6 человека, имеет некоторую гомологию
к двум внутренним участкам кДНК Surf�6, что мо�
жет объяснить появление продуктов ПЦР размером
500–700 п.н. (рис. 1, дорожка 1). ДНК, соответству�
ющая расчетному размеру полноразмерной кДНК
Surf�6 человека (1086 п.н.), была очищена и подверг�
нута гидролизу эндонуклеазами рестрикции EcoRI и
BamHI. Аналогичному расщеплению подвергали
также вектор pGEX�2T. 

Очищенный ПЦР�продукт и гидролизованный
вектор pGEX�2T (рис. 1, дорожка 2) были лигирова�
ны. Продукт лигазной реакции был трансформиро�
ван в штамм бактерий XL�1 Blue для последующего
клонирования. Плазмиды, выделенные из получен�
ных клонов, проверены рестриктным анализом на
наличие вставки, соответствующей по размеру
кДНК Surf�6 (рис. 1, дорожка 4).

ДНК положительных клонов была подвергнута
секвенированию, результаты которого показали, что
последовательность клонированной кДНК полно�
стью соответствует кодирующей последовательно�
сти гена Surf�6 человека, известной из литературы [9].

Вектор, содержащий последовательность кДНК
Surf�6 человека, слитую с геном GST, созданный в
работе, назван pGEX�2T�GST�hSurf�6 (рис. 1, до�
рожка 3, рис. 2).

Получение бактериального штамма–суперпроду(
цента гибридного белка GST(hSURF(6. Открытая
рамка считывания Surf�6 человека содержит редкие
для E. coli кодоны – 10 кодонов АГГ и 1 кодон АГА
(оба кодона кодируют остаток аргинина), которые
могут быть причиной неполной трансляции белка в

ген lac�репрессора

ген бета�лактамазы

tac�промотор

ген глутатион�S�трансферазы
полилинкер

кДНК Surf�6 человека

pGEX�2T�GST�hSurf�6

Рис. 2. Схема полученного вектора pGEX�2T�GST�hSurf�6 с указанием основных функциональных элементов.
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бактериях. Поэтому для экспрессии плазмиды
pGEX�2T�GST�hSurf�6 был выбран бактериальный
штамм BL21�CodonPlus(DE3)�RIL. Этот штамм со�
держит плазмиду с заклонированными последова�
тельностями транспортной РНК для аргинина, лей�
цина, изолейцина, что облегчает экспрессию генов,
содержащих такие кодоны. Кроме того, штаммы се�
рии BL�21 характеризуются низким уровнем экс�
прессии протеаз, а их геномы содержат ген lacI, экс�
прессирующий lac�репрессор, снижающий фоно�
вую активность lac�промотора. 

Индукцию экспрессии белка GST�hSURF�6 вы�
зывали с помощью 0.1 мМ ИПТГ при оптической
плотности культуры D590 0.6 и последующей инкуба�
ции культуры при 37°С в течение 3 ч. Время индук�
ции синтеза белка более 3–4 ч не приводило к увели�
чению продукции белка (не иллюстрировано). Экс�
прессия GST�hSURF�6 не вызывала гибели
бактериальной культуры, что указывает на снижен�
ную токсичность химерного белка в штамме BL21�
CodonPlus(DE3)�RIL. 

На рис. 3а показано, что белок GST�hSURF�6
имеет электрофоретическую подвижность около
66 кДа, что соответствует расчетной молекулярной
массе белка GST�hSURF�6, равной 65 кДа. Анализ
отсканированного изображения геля, приведенного
на рис. 3, с помощью программы Scion Image, версия
4.0.3.2 (“Scion Corporation”, США), показал, что до�
ля белка GST�hSURF�6 составляла 15–20% от сум�
марного белка штамма–продуцента. Большая часть
экспрессируемого белка содержалась в надосадоч�
ной жидкости после центрифугирования лизата
клеток при 16000 g в течение 10 мин, т.е. его осветле�
ния. На основании этого мы сделали вывод, что хи�
мерный белок GST�SURF�6 не образовывал тельца

включения в клетках бактерий и являлся раствори�
мым (рис. 3).

Выделение и очистка гибридного белка GST(
hSURF(6. Клетки бактерий разрушали ультразвуко�
вой дезинтеграцией на льду. Для повышения раство�
римости рекомбинантного белка к лизату добавляли
1% неионного детергента тритон Х�100 и освобож�
дали от клеточного дебриса (осветляли) центрифу�
гированием при 16000 g 10 мин. GST�hSURF�6 из
осветленного лизата очищали с помощью аффин�
ной хроматографии на носителе – L�глутатион�се�
фарозе, обладающей повышенным сродством к
GST. Для оптимизации условий выделения GST�
hSURF�6 в процедуру хроматографической очистки
на L�глутатион�сефарозе, рекомендуемой произво�
дителем (“GE Healthcare”, Великобритания), вне�
сен ряд модификаций. Так, подобрано оптимальное
время связывания белка с носителем, которое соста�
вило 30 мин. При увеличении времени инкубации
до 2 ч возникали трудности с элюцией белка, а при
уменьшении – белок связывался с носителем лишь
частично. Для повышения эффективности элюции
концентрация L�глутатиона в буфере для элюции
повышена с 5 до 20 мМ. Кроме того, для уменьше�
ния неспецифического связывания GST�hSURF�6 с
носителем в элюирующий буфер добавляли NaCl до
конечной концентрации 1 М и тритон Х�100 до кон�
центрации 1%. Оптимальный объем элюирующего
буфера составлял 5 мл.

При перечисленных выше условиях общий вы�
ход GST�hSURF�6 составлял 7 мг белка из 1 л бакте�
риальной культуры. Выделенный белок узнавался
поликлональными антителами к SURF�6 [8] на им�
муноблотах (рис. 3б). Белковые полосы меньшей
молекулярной массы, присутствующие на дорожке,
скорее всего являются фрагментами белка, возника�

**
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Рис. 3. Анализ экспрессии GST�hSURF�6 в E. coli и его очистка с помощью хроматографии; а – электрофореграмма в
12%�ном ПААГ: 1 – суммарный лизат неиндуцированной культуры бактерий; 2 – лизат культуры через 3 ч после ин�
дукции ИПТГ; 3 – осветленный лизат индуцированной культуры; 4–8 – пять последовательных фракций, полученных
в ходе хроматографической элюции GST�hSURF�6, 9 – маркеры молекулярных весов; б – иммуноблоттинг пятой
фракции белка GST�hSURF�6, полученный с использованием антител к SURF�6 [8]. Положение GST�hSURF�6 ука�
зано звездочками.
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ющими в результате неполной трансляции реком�
бинантного белка в бактериях, но не являются про�
дуктами его деградации, возникающими при выде�
лении. Так, понижение температуры инкубации
бактерий до 30°С, позволяющее существенно сни�
жать протеолиз экспрессируемых белков в E. coli, и
добавление ингибиторов протеаз к культивируемым
бактериям и используемым при выделении раство�
рам не приводило к исчезновению минорных полос,
распознаваемых антителами к SURF�6. Тем не ме�
нее, содержание полноразмерного GST�hSURF�6 в
образцах после выделения составляло не менее 80%. 

В полипептидной цепи SURF�6 человека присут�
ствуют сайты расщепления тромбином. Это не поз�
волило нам произвести отщепление глутатион�S�
трансферазы от белка SURF�6 тромбином. Однако
условия экспрессии и очистки белка GST�hSURF�6
позволяют выделить его в количествах, достаточных
для иммунизации животных с целью получения ан�
тител к SURF�6 человека, а также для использования
в качестве аффинного лиганда в экспериментах по
выявлению белковых партнеров hSURF�6 человека. 

Работа финансировалась Российским фондом
фундаментальных исследований (грант 07�04�
00401).
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Abstract—cDNA of human gene Surf�6 (hSutf�6) was amplified and cloned into vector pGEX�2T for the
expression in the bacterial system of protein hSURF�6 translationally fused to glutathione S�transferase. The
resulting vector is named as pGEX�2T�GST�hSurf�6. Superproducer of chimeric protein GST�hSURF�6
was obtained on the basis of Escherichia coli strain BL21�CodonPlus(DE3)�RIL. Its purification was per�
formed by the affinity chromatography on L�glatathione�sepharose. The proportion of recombinant protein
GST�hSURF�6 in the optimized conditions was not less than 15% of the total bacterial protein, and up to 7
mg of the protein was isolated from 1 liter of culture of the producer strain. The final fraction of eluate con�
tained approximately 80% of GST�hSURF�6. The amount and the purity of the isolated protein were suffi�
cient to immunize animals and obtain antibodies. Protein GST�hSURF�6 can also be used as an affinity
ligand for revealing protein partners of hSURF�6 in human cells.
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