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Методом молекулярной динамики установлена пространственная организация DiB3-F53L/F74L/
L129M – тройного мутанта флуоресцентного нековалентного комплекса генно-инженерного 
варианта бактериального белка липокалина Blc с синтетическим GFP-подобным хромофором 
M739. Установлено, что область связывания хромофора в исследуемом комплексе близка к DiB1 и 
отличается от альтернативной области в DiB3. Данный комплекс отличается повышенной яркостью 
флуоресценции по сравнению с комплексами хромофора с другими генно-инженерными вариантами 
липокалина, что выдвигает его в число перспективных маркеров биологических объектов в клеточной 
биологии. 
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ВВЕДЕНИЕ

Природные липокалины представляют собой 
семейство небольших белков, встречающихся в раз- 
личных биологических системах [1]. Они имеют об- 
щую β-структурную укладку и обладают способ- 
ностью к комплексообразованию с малыми моле- 
кулами для различных физиологических целей. 
Охарактеризовано более десяти различных изо- 
типов липокалина с разной специфичностью к ли- 
ганду или физиологической функцией. Биомар- 
керы группы DiB – первые примеры использова- 
ния бактериального липокалина Blc для созда- 
ния новых флуоресцентных биомаркеров на ос- 
нове нековалентных комплексов генно-инже- 
нерных вариантов Blc (в качестве флуороген-
активирующего белка, ~20 кДа) с синтетическим 
GFP-подобным хромофором M739 (рис. 1, табл. 1)  
[2–4]. При создании систем маркировки для  

целей клеточной биологии липокалин Blc ока- 
зался многообещающим каркасом для связыва- 
ния флуорогена M739. Отдельные комплексы липо- 
калина демонстрируют яркую флуоресценцию и 
существенно более высокую фотостабильность, 
чем коммерческие GFP-подобные биомаркеры. 
При этом в одном эксперименте можно на основе 
флуорогена комбинировать различные системы 
мечения с временным разделением. В настоящей 
работе представлены результаты расчета 
пространственной организации тройного мутанта 
DiB3-F53L/F74L/L129M методом молекулярной 
динамики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кристаллическая структура родственного флуо- 
ресцентного комплекса DiB1 была установлена 
рентгеноструктурным методом с разрешением  
1.58 Å (PDB: 6UBO) [3]. В отличие от флуорес- 

Сокращения: МД – молекулярная динамика; Blc – бактериальный липокалин; GFP – зеленый флуоресцентный белок.
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центных GFP-подобных белков с укладкой белко- 
вой цепи в виде β-бочонка из 11 антипараллель- 
ных β-сегментов, пространственная структура 
мономера Blc принимает форму β-бочонка из 8 
антипараллельных β-сегментов с присоединенным 
α-спиральным фрагментом на С-концевом участке. 
Четыре петли, расположенные с противоположной 
стороны от N-конца, образуют овальный (8 × 11 Å)  
вход в узкую удлиненную полость белка глубиной  
~19 Å. На дне полости располагаются гидрофиль- 
ные остатки (Glu45, Glu54, Asn76, Asn141 и 
Tyr116), а область ближе к выходу заселена в основ- 
ном гидрофобными остатками (Gly114/115, Val106/ 
130, Pro133, Trp139, включая гидрофобные части 
Tyr116 и Tyr137).

В исследуемом комплексе полость белка Blc  
обеспечивает специфическое связывание трицик- 
лического хромофора M739 (рис. 2 и 3). Гидро- 

фильное пятичленное кольцо хромофора рас- 
полагается вблизи гидрофильного дна полости 
липокалина, а гидрофобное шестичленное 
кольцо – в гидрофобной части у входа в полость. 
Положение хромофора M739 в полости белка Blc 
стабилизируется тремя H-связями c боковыми 
цепями Asn76, Trp139 и Gln141. Дополнительный 
вклад в специфическое связывание вносит 
π-стэкинг хромофора с ароматическим остатком 
Trp139, а также ряд гидрофобных контактов. Три 
аминокислотные замены Phe53Leu, Phe74Leu и 
Leu129Met в DiB3 (рис. 1) увеличивают стерео- 
химическую комплементарность хромофора в 
полости липокалина, что приводит к усилению 
его связывания, сопровождаемому существенным 
увеличением яркости и заметным смещением 
спектральных полос возбуждения и эмиссии 
(табл. 1). При этом замены конформационно 
жестких остатков Phe53 и Phe74 на относительно 

Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей родительского бактериального липокалина Blc [2] и его 
мутантов в комплексах с синтетическим GFP-подобным хромофором M739 [3]. Аминокислотные замены выделены 
красным цветом. DiB3mut – тройной мутант DiB3-F53L/F74L/L129M.

Таблица 1. Фотофизические свойства флуоресцентных комплексов генно-инженерных вариантов липокалина с 
GFP-подобным хромофором М739

Флуоресцентный комплекс λex, нм λem, нм QY EC, M–1 см–1 Относительная яркость*

DiB1 [4] 513 542 32 45 800 0.44
DiB3 [4] 546 565 16 45 600 0.22

DiB3-F53L/F74L/L129M [3] 509 546 51 65 700 1.00
* Яркость, равная произведению квантового выхода (QY) на коэффициент экстинкции (EC), представлена в относительных 
величинах.

 

                  10        20        30        40        50        60 
                   |         |         |         |         |         | 
Dib1      MGGSHHHHHHLESTSLYKKSSSTPPRGVTVVNNFDCKRYLGTWYEIARFDHRFERGLEKVTAT 
Dib3      MGGSHHHHHHLESTSLYKKSSSTPPRGVTVVNNFDAKRYLGTWYEIARFDHRFERGLEKVTAT 
DiB3mut   MGGSHHHHHHLESTSLYKKSSSTPPRGVTVVNNFDAKRYLGTWYEIARFDHRLERGLEKVTAT 
Blc       ----------------LCASSPTPPRGVTVVNNFDAKRYLGTWYEIARFDHRFERGLEKVTAT 
                                               
 
               70        80        90       100       110       120 
                |         |         |         |         |         | 
Dib1      YSLRDDGGLNVINKGYNPDRGMWQQSEGKAYFTGAPTRAALKVSFFGPFYGGYNVIALDREYR 
Dib3      YSLRDDGGLNFINKGYNPDRGMWQQSEGKAYFTGAPTRAALKVSFFGPFYGGYNVIALDREYR 
DiB3mut   YSLRDDGGLNLINKGYNPDRGMWQQSEGKAYFTGAPTRAALKVSFFGPFYGGYNVIALDREYR 
Blc       YSLRDDGGLNVINKGYNPDRGMWQQSEGKAYFTGAPTRAALKVSFFGPFYGGYNVIALDREYR 
                      
 
           130       140       150       160       170       180 
             |         |         |         |         |         | 
Dib1      HALVCGPDRDYLWINSRTPTISDEVKQEMLAVATREGFDVSKFIWVQQPGS--------- 
Dib3      HALVCGPDRDYLWIQSRTPTISDEVKQEMLAVATREGFDVSKFIWVQQPGS--------- 
DiB3mut   HAMVCGPDRDYLWIQSRTPTISDEVKQEMLAVATREGFDVSKFIWVQQPGS--------- 
Blc       HALVSGPDRDYLWILSRTPTISDEVKQEMLAVATREGFDVSKFIWVQQPGSAWSHPQFEK 
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гибкий Leu увеличивают связывание хромофора в 
полости белка. Существенное увеличение яркости 
мутанта DiB3-F53L/F74L/L129M по сравнению 
с родительским белком DiB3 указывает на более 
сильное связывание хромофора c повышенным 
экранированием от растворителя.

Суперпозиция структур DiB1 и комплекса флуо- 
ресцентного белка сандерцианина с биливерди- 
ном IXα предполагает наличие в липокалинах 
двух сайтов связывания, способных к π-стэкингу 
с хромофором. Первый сайт, установленный 
в комплексах DiB1 и DiB3-F53L/F74L/L129M, 
содержит ароматический остаток Trp139 в стэкинг- 
взаимодействии с хромофором. В сандерцианине 
он отсутствует, в этой позиции располагается Ser.  
Второй минорный сайт, установленный в сан- 
дерцианине и в других липокалинах, представляет 
собой “сэндвич” из двух ароматических боковых 

цепей Phe53 и Phe108. Аналогично сандерцианину 
низкоаффинный комплекс DiB3 связывает 
хромофор в минорном центре за счет π-стэкинга 
между двумя ароматическими остатками Phe53  
и Phe108. При этом, заметное различие фотофизи- 
ческих характеристик DiB3-F53L/F74L/L129M  
и DiB3 неявным образом подтверждает существо- 
вание в полости белка обоих центров связывания 
хромофора. 

Расчеты методом молекулярной динамики (МД) 
продемонстрировали конформационную устойчи- 
вость обоих комплексов. Соответствующие значе- 
ния RMSD (0.95 ± 0.15 и 1.35 ± 0.19) вышли на плато, 
что указывает на стабильность структур роди- 
тельского белка и его тройного мутанта (рис. 4а).  
В случае управляемой процедуры MД при протяжке 
молекулы хромофора вглубь полости белка струк- 
тура претерпевает локальные конформационные 
изменения (рис. 4б), которые не приводят к потере 
нативной структуры (значения RMSD для DiB3 
– 1.0 ± 0.27 и его тройного мутанта – 1.5 ± 0.3). 
Для тройного мутанта DiB3‑F53L/F74L/L129M 
величина энергии хромофор–белок находится на 
стабильно более отрицательном уровне по срав- 
нению с DiB3, что предполагает более сильные 
взаимодействия между хромофором и белком 
на протяжении практически всей траектории 
движения хромофора (рис. 5).

Рис. 2. (а) – Структурная формула хромофора M739;  
(б) – пространственная структура комплекса липо- 
калина (показан зеленым) с хромофором (показан 
желтым).

Рис. 3. Ближайшее аминокислотное окружение хро- 
мофора M739 в связывающей полости липокалина.

Рис. 4. Зависимость RMSD (Å) атомов основной 
цепи белка от времени (номер итерации 500 = 1 нс): 
без хромофора (а) и при протяжке хромофора вдоль 
полости белка (б).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Поиск основного центра связывания в иссле- 
дуемом тройном мутанте DiB3‑F53L/F74L/L129M 
выполняли расчетным методом молекулярной 
динамики (MД) [5, 6] при протяжке молекулы 
хромофора вглубь связывающей полости белка 
Blc. Стартовую модель белка получали на основе 
рентгеновской пространственной структуры DiB1 
введением соответствующих аминокислотных 
замен (рис. 1) на стереографической станции с 
помощью программы молекулярной графики 
COOT [7].

Расчеты МД выполняли в полноатомном 
приближении при температуре 300 К на основе 
силового поля CHARMM36 [8] с использованием 
модели явного растворителя. Учет энергетического 
вклада от электростатических взаимодействий 
атомов проводили по методу Эвальда [9, 10]. 
Протяжку лиганда в полости белка осуществляли 
при помощи системы коллективных переменных 
Colvars, реализованной в программе NAMD [11]. 
К условной переменной “dist”, определяющей 
расстояние между центром массы хромофора и 
Cα-атомом реперного остатка Q141 в глубине 
связывающей полости белка, прикладывали 
гармонический потенциал с силовой константой 
20 (ккал/моль) (Å2)–1. При этом 500  000 шагов 
по данной процедуре привело к уменьшению 

расстояния с 20 до 8 Å – от начальной позиции 
хромофора у входа в связывающую полость белка 
до максимально возможной удаленной позиции в 
глубине полости. Расчеты движения хромофора 
по траектории в полости белка включали этапы 
минимизации общей энергии, термодинамичес- 
кого уравновешивания и МД (с временным шагом 
2 фс). На первых двух этапах положения Cα-
атомов белка и неводородных атомов хромофора 
фиксировали. На завершающем этапе МД все 
ограничители снимали. Для вычислений и визуа- 
лизации траекторий использовали программы 
NAMD [11] и VMD [12] соответственно, для пара- 
метризации лиганда (молекулы хромофора) – 
сетевой ресурс CGenFF (https://cgenff.silcsbio.
com/). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Флуоресцентная визуализация объектов в жи- 
вых клетках остается технически сложной зада- 
чей, в основном из-за фоторазложения флуорес- 
центных меток. Эта проблема эффективно реша- 
ется на основе современного подхода путем ис- 
пользования нековалентных комплексов флуоро- 
генактивирующих белков с синтетическими кра- 
сителями – флуорогенами. После фотообесц- 
вечивания флуороген в комплексе заменяется 
новым доступным в растворе интактным флуо- 
рогеном. В этом направлении была создана серия  
новых флуоресцентных нековалентных комп- 
лексов серии DiB – генно-инженерных вариантов 
бактериального мембранного белка липокалина 
Blc в комплексе с синтетическим GFP-подобным 
хромофором. Для изучения структурно-функцио- 
нальной взаимосвязи мы предприняли система- 
тические структурные исследования белков этой  
серии экспериментальными и расчетными мето- 
дами. В настоящей работе представлены резуль- 
таты расчета пространственной организации трой- 
ного мутанта DiB3-F53L/F74L/L129M методом 
молекулярной динамики. Установлено, что об- 
ласть связывания хромофора в белке соответст- 
вует рентгеновской кристаллической структуре 
родственного комплекса DiB1 и отличается от  
альтернативного центра связывания в родитель- 
ском белке DiB3. 

Исследованный комплекс – наиболее яркий 
представитель среди известных биомаркеров серии 

Рис. 5. Зависимость энергии взаимодействия хро- 
мофор–белок от времени (номер итерации 500 = 1 нс)  
при протяжке хромофора внутри связывающей 
полости.
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DiB, представляющий интерес для практического 
использования в качестве биомаркера в клеточной 
биологии.
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Tree-Dimensional Structure of the Fluorescent Complex  
of Bacterial Lipocalin Triple Mutant  

with Chromophore – DiB3-F53L/F74L/L129M
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The three dimensional structure of DiB3-F53L/F74L/L129M – a triple mutant of the fluorescent non-covalent 
complex of a genetically engineered variant of the bacterial protein lipocalin Blc with the synthetic GFP-like 
chromophore M739, has been studied by molecular dynamics methods. It was found that the chromophore 
binding site in the complex is similar to DiB1 and differs from the alternative site in DiB3. The complex 
is characterized by increased fluorescence brightness compared to those with other genetically engineered 
variants of lipocalin, which makes it one of the promising markers of biological objects in cell biology.
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