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ВВЕДЕНИЕ

Открытие зеленого флуоресцентного белка (GFP)  
в 1962 г. [1] положило начало революции в области  
визуализации биологических объектов и протекаю- 
щих в них процессов. GFP продемонстрировал вы- 
сокую стабильность, яркость и удобство исполь- 
зования в гетерологичных системах. К настоящему 
времени разработана широкая палитра флуорес- 
центных белков с различными спектрами воз- 
буждения и эмиссии флуоресценции, квантовым вы- 
ходом и временами жизни флуоресценции [2–4]. 
Несмотря на успехи в разработке флуоресцентных 
белков, все представители этого класса имеют ряд 
ограничений. Во-первых, нарушения структуры 
хромофора вследствие фотоиндуцированных 
процессов приводят к постепенной потере флуорес- 
ценции белком (фотообесцвечиванию) [5]. Во-
вторых, ограничением выступает необходимость 
созревания хромофора. Этот процесс препятствует 
использованию флуоресцентных белков для 
мониторинга некоторых процессов, таких как 

изучение быстрых динамик экспрессии генов 
[6], а активно делящиеся клетки демонстрируют 
сниженную яркость, затрудняющую наблюдение 
за ними [7]. Кроме того, созревание хромофора 
требует присутствия кислорода и не может про- 
текать в анаэробных условиях, что ограничивает 
область применения флуоресцентных белков [8].  
В-третьих, значительная молекулярная масса GFP  
(26 кДа) может влиять на структуру и функциональ- 
ную активность исследуемого белка в составе 
химерных конструкций [9–11]. Было показано, 
что компактные метки оказывают меньшее воз- 
действие на целевые белки [12]. Размер флуорес- 
центного белка становится критическим ограниче- 
нием и при создании векторных систем на основе  
рекомбинантных аденоассоциированных вирусов,  
которые способны эффективно упаковывать не  
более 4900 п.н. [13]. Кодирующая последователь- 
ность флуоресцентных белков содержит ~750 п.н.,  
и в силу консервативности структуры белков 
данного класса значительное уменьшение их 
размера не представляется возможным [14]. 
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Перечисленные ограничения обусловливают не- 
обходимость разработки новых компактных ге- 
нетически кодируемых меток для микроскопии, 
лишенных основных недостатков флуоресцентных 
белков.

Перспективное направление развития флуо- 
ресцентного мечения – флуороген-активирующие 
белки. Принцип их действия основан на ис- 
пользовании флуорогенов –органических молекул, 
которые практически не флуоресцируют в сво- 
бодном состоянии. Флуоресценция этих соедине- 
ний значительно возрастает только при связы- 
вании с белком вследствие ограничения подвиж- 
ности молекулы в связывающем кармане белка.  
Среди флуороген-активирующих белков особую по- 
пулярность приобретает FAST (Fluorescence-Acti- 
vating and absorption-Shifting Tag) и его производ- 
ные [15]. FAST обладает рядом преимуществ по 
сравнению со стандартными флуоресцентными 
белками.  FAST значительно компактнее (14 кДа,  
125 а.о.), при этом он не требует процесса созрева- 
ния или присутствия кислорода в среде и способен 
активировать флуоресценцию флуорогена в 
момент окончания синтеза на рибосоме. FAST 
демонстрирует повышенную устойчивость к 
фотообесцвечиванию благодаря обратимому ха- 
рактеру связывания с флуорогеном – при фото- 
повреждении молекула флуорогена быстро заме- 
щается новой [15].

В рамках исследований нашего коллектива был  
создан еще более компактный флуороген-активи- 
рующий белок nanoFAST, полученный путем де- 
леции 26 а.о., составлявших неупорядоченный 
N-концевой участок исходного белка FAST [16]. 
Данный модифицированный вариант сохраняет  
все функциональные преимущества полноразмер- 
ного FAST. В ходе разработки сплит-варианта 
nanoFAST было установлено, что N-концевой 
фрагмент белка обладает способностью активиро- 
вать флуоресценцию флуорогена класса арилиден-
азолонов HBR-DOM2. Этот фрагмент, содержащий 
всего 88 а.о., получил название picoFAST [17]. 
Нами была продемонстрирована возможность 
его успешного применения для флуоресцентного 
мечения живых эукариотических клеток, однако 
требуемые концентрации флуорогена (40 мкМ) 
оказались достаточно высокими. В данной работе 
мы поставили перед собой цель оптимизировать 
свойства picoFAST путем внесения точечных 
аминокислотных замен методом случайного мута- 
генеза с использованием ПЦР.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Создание библиотек мутантных вариантов pico- 
FAST было начато с подбора условий случайного 
мутагенеза на основе известных протоколов [18, 19].  
Цель этого этапа работы заключалась во внесении 
в кодирующую последовательность picoFAST не 
менее 3–4 нуклеотидных замен, приводящих к 1– 
2 аминокислотным заменам. Поскольку кодирую- 
щая последовательность picoFAST составляет 
267 п.н., необходимо было достичь частоты му- 
таций 11–15 замен на 1000 п.н. Для достижения 
требуемой частоты мутаций мы использовали 
несбалансированные концентрации отдельных 
дезоксирибонуклеотидов, что приводило к вне- 
сению в ПЦР-продукт повышенного количества 
мутаций. Дополнительное увеличение частоты  
мутаций достигалось добавлением в реакционную 
смесь MnCl2, снижающего точность синтеза ДНК-
полимеразой. Использовали Taq-полимеразу, ха- 
рактеризующуюся отсутствием 3′-5′-экзонукле- 
азной (корректирующей) активности. В ре- 
зультате мы подобрали условия, при которых вно- 
сится в среднем 3.75 замен на кодирующую после- 
довательность picoFAST (точные условия описаны 
в разделе “Эксперим. часть”).

Для получения библиотек большого объема при- 
меняли клонирование Golden Gate по стандарту 
MoClo, позволяющее с высокой эффективностью 
осуществлять лигирование ПЦР-вставок в целе- 
вую плазмиду. Мы использовали плазмиду pBAD,  
оптимизированную для проведения MoClo. Добав- 
ление в агаризованную среду для культивирования 
индуктора экспрессии белка (арабинозы) в данном 
случае позволяло получить бактериальные ко- 
лонии с низким разбросом уровня экспрессии 
(рис. 1в). Для активации флуоресценции в агар  
также добавляли флуороген HBR-DOM2. Скри- 
нинги проводили при помощи системы документи- 
рования ChemiDoc. Таким образом нами было по- 
лучено и проанализировано 1.5 × 104 бактериаль- 
ных колоний, экспрессирующих мутантные ва- 
рианты picoFAST (рис. 1). Для дальнейшего 
анализа было отобрано 10 вариантов picoFAST 
(табл. 1), интенсивность флуоресценции которых 
превышала среднюю интенсивность исходного 
picoFAST не менее чем на два среднеквадратичных 
отклонения. 

Был проведен анализ характера распределения 
точечных замен в полученных вариантах pico- 
FAST, а также построены модели их структур 
с использованием сервиса AlphaFold Server 
(https://alphafoldserver.com/). Полученные модели 
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Рис. 1. Определение перспективных мутантных вариантов флуороген-активирующего белка picoFAST. (а) – Фотография 
флуоресцирующих колоний на одной из чашек библиотеки, получена на системе для визуализации ChemiDoc;  
(б) – результат обработки фотографии (а) в программе FIJI. Все одиночные колонии выделены в отдельные 
пронумерованные ROI, в каждом ROI далее посчитана нормированная на площадь яркость колонии; (в) и  
(г) – распределения яркости отдельных колоний на контрольной чашке, бактерии которой экспрессируют picoFAST 
(в), и на чашке библиотеки (г).

Таблица 1. Аминокислотные замены, выявленные у наиболее ярких вариантов picoFAST

Мутантный вариант picoFAST Замены

R1 L33P, G69S, M95V, H108Y

R2 D34N, V66A

R3 K80E

R4 D36G, N43D, D53G, K78R, E93G, K110R

R5 I31V, L40P, I49T, F63I, T90R

R6 K110R

R7 G59D, N61D

R8 F75S, M95V, K106R

R9 I49F, E81G

R10 K111R
Примечание: нумерация замен соответствует полноразмерному белку FAST.

(а) (б)

(в) (г)
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сравнивали с ЯМР-структурой nanoFAST в 
комплексе с HBR-DOM2, полученной ранее [20] 
(рис. 2).

При моделировании структуры picoFAST 
учитывали наличие глицин-серинового линкера 
(GGSGGSGGS), добавленного в процессе клони- 
рования между белком и тагом, состоящим из 
шести гистидинов. В данном случае для белка было 
предсказано замыкание β-листа, N- и C-концевые 
участки при этом формируют параллельную 
укладку. Согласно полученной модели, picoFAST 
имеет меньший объем, чем nanoFAST, что может 
ухудшать активацию флуоресценции флуорогенов 
вследствие сопутствующего снижения объема 
флуороген-связывающего кармана. Модель также 
предсказывает отдаление остатка E46 (нумерация 
соответствует нумерации полноразмерного FAST)  
от Y42 в кармане связывания. Данные остатки 
играют ключевую роль в активации флуоресценции 
флуорогенов. Для трех из полученных вариантов 
picoFAST (R2, R3 и R6) с помощью AlphaFold было 
предсказано размещение E46 развернутым внутрь 
кармана связывания, что могло вызвать увеличе- 
ние яркости формируемого комплекса (рис. 3). За- 

мены, которые к этому привели, расположены в 
С- и N-концевых цепях β-листа. В этих же участках 
белковой цепи расположены замены и большинства 
других улучшенных мутантов. На основании этого 
наблюдения мы предположили, что внесение 
дополнительных замен в С- и N-концевые цепи 
β-листа picoFAST может повысить интенсивность 
флуоресценции его комплекса с HBR-DOM2. 
Мы провели насыщающий случайный мутагенез 
по положениям 82 и 84–87. Положение M83 
было оставлено без изменений как важное для 
взаимодействия с флуорогеном. К сожалению, 
в данном случае нам не удалось обнаружить 
новых вариантов picoFAST с возросшей яркостью 
комплекса с HBR-DOM2.

Было установлено, что положения I49 (встре- 
чается у двух улучшенных вариантов picoFAST) 
и V66 (вариант R2) могут представлять интерес 
для внесения замен. Эти позиции располагаются 
в непосредственной близости от флуороген-связы- 
вающего кармана и могут влиять на связывание 
флуорогена с белком. Подтверждение данной гипо- 
тезы требует проведения дальнейших исследо- 
ваний.

Рис. 2. Структуры флуороген-активирующих белков nanoFAST (определена с использованием ЯМР) и picoFAST 
(модель, получена в AlphaFold). Розовым обозначены остатки E46 и Y42, участвующие в связывании флуорогенов. 
(а) – Структура nanoFAST, апоформа (PDB: 8AO1); (б) – структура nanoFAST в комплексе с флуорогеном HBR-DOM2 
(PDB: 8AO0); (в) и (г) – модель picoFAST, полученная с использованием сервиса AlphaFold. 

(а) (б)

(в) (г)
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Случайный мутагенез с исполь- 
зованием ПЦР проводили при помощи амплифи- 
катора MiniAmp Plus Thermo Cycler (ThermoFisher, 
США). Визуализацию флуоресценции бактериаль- 
ных колоний проводили при помощи системы для 
визуализации ChemiDoc (Bio-Rad, США).

Флуорогены. Флуороген HBR-DOM2 был син- 
тезирован ранее в нашей лаборатории [16].

Случайный мутагенез. Условия случайного 
мутагенеза были подобраны с использованием 
методик, описанных ранее [18, 19]. В качестве 
ДНК-матрицы использовали кодирующую pico- 
FAST плазмиду, полученную нами ранее [17]. 
Концентрация ДНК-матрицы составила 0.1 нг/мкл.  
Для проведения ПЦР использовали Taq-полимеразу 
в Taq Turbo-буфере (Евроген, Россия). Концентрации 
отдельных дезоксирибонуклеотидов в ПЦР-смеси 
составили dCTP 0.03 мМ, dАTP 0.03 мМ, dGTP 
1 мМ, dTТP 1мМ (Евроген, Россия). Также в 
ПЦР-смесь был добавлен MnCl2 до конечной кон- 
центрации 0.1 мМ. Использовали праймеры 
5′-AATGCGGTCTCAAATGGGCGGGAGTGG-3′ 
и 5′-GAGCCACTTCGTGGTCTCAACCTTA-3′. 
Количество необходимых циклов ПЦР в описан- 
ных условиях равнялось 45. Полученный ПЦР-
продукт очищали с использованием CleanUp Stan- 
dard (Евроген, Россия) и использовали при прове- 
дении клонирования GoldenGate согласно синтак- 
сису MoClo [21, 22] в целевую плазмиду pBAD, 
модифицированную для проведения MoClo с ис- 
пользованием рестриктазы BsaI (NEB, США) и  
Т4-лигазы (Евроген, Россия). Итоговый продукт 
также содержал таг, состоящий из шести гисти- 
динов, добавленный к N-концу picoFAST с ис- 
пользованием дополнительной плазмиды Level 0.  
В pBAD также была заклонирована ДНК-после- 

довательность, кодирующая оригинальный pico- 
FAST. Правильность его последовательности была 
подтверждена с использованием секвенирования 
по Сэнгеру (Евроген, Россия).

Насыщающий случайный мутагенез. Для 
проведения насыщающего случайного мутагенеза 
использовали Tersus Plus PCR Kit (Евроген, 
Россия) и пару праймеров 5′-TATAGGTCTCAC- 
CATGCATCACCACCACCATCACG-3′ и 5′-TATA- 
GGTCTCAACCTTANNNNNNNNNNNNNNN-
CATNNNCACCTTCACCTTCGTGGGGC-3′. 
Библиотека мутантных вариантов picoFAST в 
данном случае была сконструирована аналогично 
библиотеке, полученной в результате случайного 
мутагенеза.

Скрининг полученных вариантов picoFAST. 
Проводили химическую трансформацию компе- 
тентных клеток Escherichia coli штамма TOP10 
полученными библиотеками нуклеотидных после- 
довательностей, кодирующих варианты picoFAST 
в плазмиде pBAD. Высевали полученные бактерии 
на культуральные чашки, в LB-агар которых 
был добавлен индуктор синтеза белка арабиноза 
(AppliChem, Германия) в концентрации 15 мМ (раз- 
ведено из стокового раствора в воде, 1 М) и HBR- 
DOM2 в концентрации 30 мкМ (разведено из сто- 
кового раствора в DMSO, 10 мМ). Интенсивность 
свечения отдельных колоний определяли с ис- 
пользованием системы для визуализации Chemi- 
Doc (Bio-Rad, США), флуоресценцию возбуждали 
при помощи Blue epi illumination, фильтр 530/28. 
Полученные таким образом изображения обра- 
батывали при помощи программы FIJI ImageJ 
(https://fiji.sc/) и написанного сотрудником лабо- 
ратории (Мустафиным Д.А.) скрипта Python 
(v3.13.1). Отобранные клоны секвенировали по 
методу Сэнгера (Евроген, Россия).

Рис. 3. Модели вариантов флуороген-активирующего белка picoFAST D34N V66A (R2), K80E (R3), K110R (R6). Розовым 
цветом выделены остатки E46 и Y42.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 52          № 1          2026

46 МУСТАФИН и др.

Получение моделей структур picoFAST. Мо- 
дели структур вариантов picoFAST были полу- 
чены с использованием сервера AlphaFold Server 
(https://alphafoldserver.com/). Визуализацию по- 
лученных структур проводили при помощи про- 
граммы PyMOL (v3.1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием случайного мутагенеза ме- 

тодом ПЦР получены библиотеки мутантных форм  
флуороген-активирующего белка picoFAST, 
отобраны 10 мутантных вариантов, продемонстри- 
ровавших наибольшую яркость в проведенных 
скринингах. Определены аминокислотные по- 
зиции, перспективные для проведения насыщаю- 
щего случайного мутагенеза для дальнейшего 
улучшения этого самого маленького из всех 
существующих флуороген-активирующего белка. 

Улучшенный вариант picoFAST может найти 
свое применение в визуализации чувствительных 
к добавлению меток белков и плотноупакованных 
клеточных структур.
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Using random mutagenesis, libraries of mutant variants of the smallest known fluorogen-activating protein, 
picoFAST, in complex with the fluorogen HBR-DOM2 were generated and screened. Sequence analysis 
of the obtained protein variants and structural modeling enabled the identification of rational, targeted 
mutagenesis strategies for further optimization of the fluorogen-activating protein.
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