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СТРУКТУРА БЕЛКА Hfq ИЗ Chromobacterium haemolyticum ВЫЯВИЛА 
НОВЫЙ ВАРИАНТ РЕГУЛЯЦИИ СВЯЗЫВАНИЯ РНК С БЕЛКОМ
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Определена структура белка Hfq из бактерии Chromobacterium haemolyticum, формирующая кристал-
лы в двух различных пространственных группах. В обоих случаях белок имеет характерную четвер-
тичную структуру кольцевого гексамера. Полученная структура показала ранее не описанный вари-
ант взаимодействия С-концевой неструктурированной части Hfq с аминокислотными остатками
проксимального РНК-связывающего участка белка. Такой контакт может вносить вклад в регуля-
цию связывания молекул РНК с белком Hfq.
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ВВЕДЕНИЕ
Многие бактерии используют малые регуля-

торные РНК (мрРНК) для эффективного отклика
на экстремальные внешние воздействия и стрес-
сы [1–3]. Они влияют на синтез многих факторов
транскрипции и вирулентности, регулируя уро-
вень трансляции и время жизни мРНК, что при-
водит к быстрому изменению метаболических
процессов в клетках [4–7]. Существует особый
класс белков, взаимодействующих с мрРНК, рас-
плетающих их вторичную структуру и способ-
ствующих взаимодействию мрРНК с комплемен-
тарными участками мРНК [8–11]. Такие белки
имеются как в грамотрицательных бактериях, так
и в грамположительных, однако отсутствуют в
термофильных и экстремально термофильных
бактериях. Благодаря свойству этих белков разру-
шать вторичную структуру молекул РНК и спо-
собствовать приобретению ими необходимых для
функционирования конформаций их часто назы-
вают РНК-шаперонами.

Наиболее характерным представителем РНК-
шаперонов является белок Hfq [12]. Это высоко-
консервативный белок длиной от 80 до 100 ами-
нокислотных остатков (а.о.), формирующий ха-
рактерную четвертичную структуру в виде торои-
дальных гексамеров. Каждый мономер белка
состоит из пятитяжевого β-бочонка с предше-
ствующей N-концевой α-спиралью. Эта основ-
ная часть белка включает в себя ~65 а.о. и состав-
ляет консервативный структурный мотив, отно-
сящийся к семейству LSM доменов (InterPro
IPR005001). Последующие а.о. составляют струк-

турно неупорядоченную неконсервативную С-
концевую часть переменной длины (С-концевой
домен или CTD). В полученных ранее структурах
белков Hfq из различных организмов эта область
либо полностью не описана, либо имеет описа-
ние только небольшой части. α-fold также харак-
теризует С-концевую часть белка как неструкту-
рированную.

Hfq имеет три области связывания РНК: прок-
симальную, дистальную и латеральную [12–15].
Проксимальная область белка расположена в
центральной поре гексамера со стороны α-спира-
лей и специфично связывает уридинсодержащие
участки мрРНК. Дистальная область Hfq распо-
ложена с противоположной стороны гексамера и
специфически узнает полиадениновые 3´-участ-
ки мРНК или AAN-триплеты мрРНК. Положи-
тельно заряженные латеральные участки связы-
вания РНК на белке Hfq расположены на боковой
поверхности каждого мономера в районе петли
между N-концевой α-спиралью и первым β-тя-
жем. Они имеют повышенное сродство к аде-
нин/уридинсодержащим участкам РНК и счита-
ются местом встречи мрРНК с комплементарны-
ми участками мРНК. В зависимости от пути
взаимодействия мрРНК с белком Hfq было пред-
ложено относить их к двум различным классам
[16]. К первому относят мрРНК, которые связы-
ваются с проксимальным и латеральными участ-
ками Hfq уридинсодержащими участками и взаи-
модействуют с мРНК, связанной с дистальной
областью белка. Ко второму классу относят
мрРНК, для которых необходимо связывание с
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Hfq одновременно в проксимальной и дисталь-
ной областях белка, а мРНК взаимодействует с
мрРНК только в латеральной области.

Поскольку С-концевой домен Hfq имеет раз-
ную длину в белках из разных организмов, его
функциональная роль активно обсуждается [17–19].
Наибольшее количество биохимических и функ-
циональных данных имеется для белка Hfq из
E. coli; он же имеет самый длинный С-концевой
домен – более 40 а.о.

В настоящей работе определена структура бел-
ка Hfq из грамотрицательной β-протеобактерии
Chromobacterium haemolyticum (ChaHfq). C. haemo-
lyticum является условно-патогенным микроорга-
низмом и вызывает у человека некротизирующий
фасциит, проктоколит и пневмонию. Впервые
данный вид был описан в 2008 г. [20] и выделен
как из окружающей среды [21, 22], так и из кли-
нических образцов [20, 22–24]. Эта бактерия об-
наруживается в тропических и субтропических
экосистемах, прежде всего в воде и почве [25].
Полученная нами структура белка показала ранее
не описанный вариант взаимодействия CTD Hfq
с аминокислотными остатками проксимального
РНК-связывающего участка белка, который так-
же может вносить вклад в регуляцию связывания
РНК с Hfq.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование и получение штамма-продуцента.
Ген белка ChaHfq нарабатывали с помощью по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) с использо-
ванием хромосомной ДНК Chromobacterium hae-
molyticum в качестве матрицы. ПЦР проводили с
использованием олигонуклеотидных праймеров
ChaHfqFor 5'-TGCGCCTCAGATCTACCATGG-
TAAGCTCTAAAGGGCAAATGTTA-3' и ChaHfqRev
5'-GGATAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTG-
GTGGGCGTCTT-3'. Полученный ПЦР-фрагмент
с дополнительно введенными шестью гистидина-
ми на С-конце клонировали в экспрессионный
вектор pET22b (Invitrogen) с использованием эн-
донуклеаз рестрикции NcoI и HindIII. Получен-
ные конструкции проверяли секвенированием и
трансформировали ими клетки E. coli BL21(DE3).

Выделение и очистка белка. Клеточную культу-
ру растили при 37°C с интенсивным перемешива-
нием (170 об./мин) на среде LB, содержащей
100 мкг/мл ампициллина до ОП600 ~ 0.7. Для акти-
вации Т7 РНК-полимеразы в среду добавляли
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид до ко-
нечной концентрации 0.5 мМ. После добавления
индуктора клетки продолжали инкубировать при
37°C 3 ч. Клетки собирали центрифугированием
8000 g 20 мин при 4°C, затем клеточную массу ре-
суспендировали в 30 мл буфера для разрушения
(1 М NaCl, 50 мМ натрий-фосфатный буфер,

рН 6.0, 1 мМ (2S,3S)-1,4-бис(сульфанил)бутан-
2,3-диол (ДТТ), 0.1% Тритон X-100) и разрушали
с помощью ультразвукового дезинтегратора Sonic
Dismembrator 550 (Fisher Scientific, США). Кле-
точный дебрис осаждали центрифугированием в
течение 30 мин при 14000 g. Рибосомы из полу-
ченного супернатанта осаждали высокоскорост-
ным центрифугированием (203756 g, 60 мин, 4°С,
ротор Ti 70, Beckman, США). Затем супернатант
разводили в 4 раза, добавляли имидазол до 10 мМ
и наносили на колонку со смолой Ni-NTA агароза
(Qiagen), уравновешенную буфером – 0.2 М NaCl,
50 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 6.0, 10 мМ
имидазол. Для очистки препарата от РНК допол-
нительно промывали колонку 20 мл 1 М LiCl. Для
элюции белка использовали линейный градиент
имидазола от 0 до 250 мМ. Фракции, содержащие
белок, объединяли, концентрировали до 1 мл и
разводили в 20 раз буфером – 0.1 М NaCl, 50 мМ
натрий-фосфатный буфер, рН 6.0. Полученный
препарат наносили на колонку со смолой Nuvia
HR-S (Bio-Rad, США), связанный белок смыва-
ли градиентом NaCl от 0.1 до 0.8 М. На финаль-
ной стадии ChaHfq очищали гель-фильтрацией
на колонке Superdex 75 (Amersham Pharmacia,
Швеция), уравновешенной буфером – 0.2 М NaCl,
50 мМ Трис-HCl, pH 8.0. Полученный препарат
белка хранили при –20°С.

Кристаллизация белка ChaHfq. Эксперименты
по кристаллизации проводили при 23°C методом
диффузии паров в висячей капле. Препарат белка
(1–2 мкл) с концентрацией 15 мг/мл в 200 мМ
NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, смешивали с рав-
ным объемом противораствора. Кристаллы белка
были получены в условиях № 23 набора JBScreen
Nuc-Pro 1 (Jena Bioscience, Германия) – 15% ПЭГ
4000, 50 мM Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ KCl, 20 мM
MgCl2. Кристаллы появлялись в течение месяца и
достигали размера 0.4 × 0.4 × 0.02 мм. Перед за-
мораживанием кристаллы вымачивали в растворе
№ 6 набора Crystal Screen Cryo (Hampton Re-
search, США) – 160 мM MgCl2, 24% ПЭГ 4000,
80 мM Трис-HCl, pH 8.5, 20% глицерина.

Определение структур белка ChaHfq. Дифрак-
ционные данные были собраны на монокри-
стальном дифрактометре Rigaku XtaLAB Synergy-
S ЦКП “Структурно-функциональные исследо-
вания белков и РНК” Института белка РАН (Пу-
щино, Россия) под управлением программы
CrysalisPro (Rigaku). Данные обработаны с помо-
щью программы Aimless комплекса CCP4 [26].
Были собраны два набора с кристаллов белка
ChaHfq – один для кристаллов гексагональной
формы в пр. гр. Р6, второй – для кристаллов орто-
гональной формы в пр. гр. Р212121. Структура бел-
ка определена методом молекулярного замеще-
ния в программе Phaser [27] комплекса PHENIX
[28] с использованием мономера белка Hfq из
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Pseudomonas aeruginosa (PDB 1U1S) в качестве ис-
ходной модели. Асимметричные части ячеек со-
держали мономер белка (пр. гр. Р6) или гексамер
белка (пр. гр. Р212121). Структуры уточнены с ис-
пользованием программного комплекса PHENIX.
Для проверки возможных погрешностей на
структуру определяемого белка за счет влияния
расчетных фаз с ориентированной исходной мо-
дели белка Hfq использовали карты электронной
плотности Composite Omit Map с моделируемым
отжигом структуры. Ручная правка и модифи-
кация модели осуществлялись с помощью про-
граммного комплекса COOT [29]. После заверше-
ния уточнения структур белка ChaHfq координаты
структур и дифракционные данные депонирова-
ли в банк данных белковых структур PDB. Стати-
стика сбора данных и кристаллографического
уточнения представлена в табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Структура белка ChaHfq в пр. гр. Р6. Благодаря
внутренней симметрии шестого порядка гекса-
мер Hfq может кристаллизоваться в пр. гр. Р6 с
одним мономером в асимметричной ячейке.
В банке данных PDB имеются 11 депонирован-
ных структур белка Hfq из разных организмов
(PDB 5SZE, 2YLC, 5I21, 4MML, 7OG8, 4PNO,
7OGW, 4RCB, 4RCC, 6BDG, 2Y90), имеющих
пр. гр. Р6. В полной ячейке кристалла содер-

жится гексамер, являющийся активной формой
белка Hfq.

Мономер белка ChaHfq повторяет структуры
гомологичных белков (рис. 1а). В электронную
плотность были вписаны а.о. с 5 по 71. Первые че-
тыре N-концевых и четырнадцать С-концевых
остатков белка в модели отсутствуют, поскольку
имеют высокую подвижность, а соответствующие
участки карты электронной плотности не позво-
ляют провести полипептидную цепь. Такое пове-
дение концевых участков Hfq наблюдается во
всех известных структурах этого белка, получен-
ных с помощью рентгеноструктурного анализа.
Наиболее интересным в структуре ChaHfq явля-
ется хорошее качество электронной плотности
для аспарагина Asn49 (рис. 1б), находящегося в
петле между β-тяжами β3 и β4. Углы ϕ и ψ этого
высококонсервативного аспарагина лежат в за-
прещенной области карты Рамачандрана, причем
это характерно для всех известных структур бел-
ков Hfq. Исходя из полученной структуры можно
предположить, что положение боковой цепи ас-
парагина фиксируется водородной связью с кис-
лородом карбоксильной группой остатка глута-
мина Gln34. Других причин, стерических или
функциональных, для сохранения Asn49 своей
конформации не наблюдается.

Структура белка ChaHfq в пр. гр. P212121. Асим-
метричная часть ячейки кристалла белка ChaHfq
в этой пространственной группе содержит пол-

Рис. 1. Ленточное представление структуры мономера белка Hfq из C. haemolyticum и наложение на нее структуры мо-
номера белка Hfq из E. coli (PDB 6BDG). Обозначены N- и С-концы белков, элементы вторичной структуры (а). Фраг-
мент участка полипептидной цепи ChaHfq в области аспарагина Asn49 и соответствующая карта электронной плотно-
сти 2mFo–DFc со срезкой 1σ. Водородная связь между атомом азота боковой цепи Asn49 и атомом кислорода главной
цепи Gln34 показана пунктирной линией (б).
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ный гексамер. Структура основной части гекса-
мера аналогична структурам гомологичных бел-
ков Hfq (рис. 2). Полученная электронная плот-
ность позволила для большинства мономеров
белка описать положение остатков с 5 по 72, а для
двух мономеров удалось идентифицировать элек-
тронную плотность С-концевой части до 76 (цепь F)

и до 79 остатков (цепь B) из 85. Это так называе-
мые области “С-концевого домена” или CTD
белка Hfq. Аминокислотные остатки 70–72 цепи F
контактируют с остатками 49–50 (область петли
β3–β4) симметричной молекулы, что фиксирует
их положение в ячейке кристалла и позволяет по-
лучить интерпретируемую электронную плотность.

Таблица 1. Статистика обработки дифракционных данных и уточнения структур белка Hfq из Chromobacterium
haemolyticum

Данные в скобках соответствуют слою наиболее высокого разрешения.

Гексамер в асимметричной
части ячейки

Мономер в асимметричной 
части ячейки

Код PDB 8P9M 8P91
Длина волны, Å 1.5418 1.5418
Диапазон разрешения, Å 22.2–2.0 (2.1–2.0) 21.1–1.4 (1.45–1.4)
Пр. гр. P212121 P6
Параметры ячейки, Å; град a = 58.5, b = 71.6, c = 96.6; 

α = β = γ = 90
a = b = 65.1, c = 27.7; 
α = β = 90, γ = 120

Общее число рефлексов 53153 (5300) 68876 (4985)
Уникальных рефлексов 27718 (2743) 13424 (1343)
Избыточность 1.9 (1.9) 5.1 (3.7)
Полнота, % 98.4 (99.7) 99.8 (99.6)
Среднее отношение I/σ(I) 8.2 (0.9) 14.3 (1.6)
B-фактор Вильсона 27.5 7.3
Rmerge 0.068 (0.76) 0.095 (0.65)
Rmeas 0.096 (1.07) 0.105 (0.76)
Rpim 0.068 (0.76) 0.045 (0.39)
CC1/2 1.0 (0.58) 1.0 (0.48)
CC* 1.0 (0.86) 1.0 (0.80)
Число рефлексов, использованное 
для расчета Rfree

1123 (119) 682 (64)

Rwork 0.22 (0.33) 0.15 (0.22)
Rfree 0.28 (0.36) 0.19 (0.30)
Число неводородных атомов 3535 661

белка 3281 545
лигандов 6 1
воды 248 115

Среднеквадратичные отклонения
длин связей, Å 0.008 0.006
валентных углов, град 0.93 0.91

Положение остатков на карте Рамачандрана
предпочтительные области, % 95.0 97.0
допустимые области, % 3.8 3.0
запрещенные области, % 1.2 0

Средний температурный B-фактор 32.75 9.16
для белка 32.35 7.21
для молекул воды 41.54 18.27
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Аминокислотные остатки С-концевой части
цепи B контактируют с проксимальной областью
симметричной молекулы белка, что позволило
уверенно вписать остатки с 73 по 79 в экспери-
ментальную электронную плотность (рис. 3а).
Сравнение полученной структуры со структура-
ми белка Hfq в комплексах с РНК показало, что
остатки 73–79 занимают положение олиго(У)
РНК в этих комплексах (рис. 3б, 3в). В комплексе
Hfq-AU6A РНК важную роль играет позициони-
рование оснований нуклеотидов между консер-
вативными остатками тирозина/фенилаланина
(Phe42 в Hfq из E. coli, Tyr43 в ChaHfq) с образова-
нием их стэкинг-взаимодействия и формирова-
ния гидрофобных контактов [30]. В полученной
структуре белка ChaHfq аминокислоты Pro72,
Pro76 и His74 располагаются между боковыми це-
пями тирозинов и участвуют в гидрофобных кон-
тактах. Вместо стэкинга оснований нуклеотидов с
ароматическими боковыми цепями имеют место
σ–π-взаимодействия, такие как контакт атома
кислорода боковой цепи Gln78 с ароматическим
кольцом Tyr43 (рис. 3б). Для комплексов Hfq с
РНК характерна развитая сеть водородных связей
между боковыми цепями а.о. белка с атомами ос-
нований и сахарофосфатного остова. В случае
белка ChaHfq таких контактов всего четыре: меж-
ду атомами кислорода главной цепи пролина
Pro72 и гистидина His75 с боковой цепью глута-
мина Gln42, между боковой цепью глутамина
Gln78 с карбоксильной группой глутамина Gln42
(рис. 3б), а также Nξ атомом Lys79 c кислородом

главной цепи остатка His58. В результате наблю-
даемые контакты участка 73–79 ChaHfq не позво-
ляют говорить о его значительном сродстве к
проксимальной области белка Hfq, однако поло-
жение CTD в проксимальном участке белка мо-
жет составить некоторую конкуренцию связыва-
нию РНК в этой области.

Текущая модель функционирования белка Hfq
как регулятора трансляции посредством мрРНК
основана на одновременном (или последователь-
ном) связывании с белком двух разных РНК:
мрРНК и мРНК [31]. При этом белок Hfq служит
не только местом встречи двух молекул РНК с
комплементарными участками, но и способству-
ет разрушению (плавлению) их вторичной струк-
туры, ускоряя формирование нового дуплекса
мрРНК–мРНК. Для его образования мрРНК и
мРНК первоначально связываются в разных об-
ластях белка – проксимальном и дистальном сай-
тах Hfq. Известны данные об участии CTD белка
Hfq из E. coli в регуляции связывания мрРНК и их
взаимодействия с мРНК [18, 19, 32–34]. Так, бы-
ло показано, что C-концевой домен белка играет
роль в специфическом узнавании мрРНК белком
Hfq и высвобождении сформировавшегося дуп-
лекса мрРНК с мРНК, причем как in vitro, так и
in vivo [18, 19]. Предполагается, что CTD участву-
ет в дискриминации РНК по специфичности к
белку Hfq, контактируя с латеральным участком
связывания основной части белка и не позволяя
неспецифичным РНК связываться с белком [17].
В такой модели а.о. С-концевой части белка по-

Рис. 2. Схематическое представление гексамера белка Hfq из C. haemolyticum. Вид со стороны α-спиралей белка (прок-
симальной стороны гексамера). Указаны N- и С-концы (а). Наложение главных цепей гексамера белка ChaHfq и гек-
самера белка Hfq из Pseudomonas aeruginosa (PDB 1U1S) (б).
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Рис. 3. Участок цепи B белка Hfq из C. haemolyticum с 73 по 79 аминокислотный остаток с соответствующим фрагмен-
том карты электронной плотности 2mFo–DFc со срезкой 1σ (а). Контакты участка 73–79 с аминокислотными остат-
ками симметрично связанной молекулы белка ChaHfq. Водородные связи показаны пунктирными линиями (б). Фраг-
мент структуры белка Hfq из E. coli в комплексе с AU6A РНК (PDB 3RER). Шаростержневой моделью представлены
три уридина из связанной молекулы РНК. Обозначены консервативные а.о. белка глутамина Gln41 (соответствует
Gln42 белка ChaHfq), фенилаланина Phe42 (соответствует Tyr43) и валина Val43 (соответствует Val44) белка из E. coli
(в) (ориентация участков белка Hfq из E. coli соответствует структуре ChaHfq панели б).
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сле 72 взаимодействуют с остатками латеральной
области гексамера и могут закрывать ее от связы-
вания РНК. Структура белка Hfq из C. haemolyti-
cum демонстрирует еще один вариант участия
CTD в регуляции связывания мрРНК с белком.
Гидрофобные области CTD связываются с прок-
симальным участком белка, имеющим выраженную
специфичность к олиго(У)-последовательностям
РНК, ингибируя связывание Hfq с неспецифич-
ными РНК. Однако данное предположение стро-
ится на полученной нами структуре белка Hfq из
C. haemolyticum в комбинации с опубликованны-
ми ранее данными и требует экспериментальной
проверки.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ
(госзадание АААА-А18-118120690135-9).
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