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Мононуклеосомы, собранные на ДНК-матрицах различной длины, содержащих нуклео-
сом-позиционирующую последовательность, широко применяются в молекулярно- 
биологических исследованиях, но их структурные особенности требуют детального  
изучения. Методом флуоресцентной микроскопии одиночных частиц на основе Ферсте-
ровского резонансного переноса энергии проведено сравнительное исследование струк-
туры нуклеосом с двумя линкерными участками ДНК длиной по 20 п.н. (2LN) и  кор-
нуклеосом без линкеров (CN) в растворах, содержащих 150 мМ KCl, 5 мМ MgCl2 (или 
без MgCl2), а также в растворах с повышенной ионной силой (0,5 и 0,7 М KCl). Обнару-
жено, что эти нуклеосомы присутствуют в виде двух доминирующих субпопуляций, от-
личающихся по укладке ДНК на октамере гистонов. Установлено, что CN и 2LN разли-
чаются по соотношению этих субпопуляций и отличия возрастают в присутствии ионов 
Mg2+. При повышении ионной силы происходят конформационные перестройки в ко-
ровой области нуклеосом, характер которых отличается у 2LN и СN при 0,5 М KCl, но 
становится сходным при 0,7 М KCl. Полученные данные указывают на то, что, несмотря 
на похожие конформации, характерные для 2LN и CN, одни и те же факторы могут ока-
зывать различное влияние на структуру этих нуклеосом. Это необходимо учитывать 
в  том числе и при изучении взаимодействия мононуклеосом с различными ядерными 
белками in vitro.
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Мононуклеосомы, которые могут быть собра-
ны на основе октамера гистонов и ДНК-матриц 
различной длины, содержащих нуклеосом-пози-
ционирующую последовательность, широко ис-
пользуются в молекулярно-биологических иссле-
дованиях [1–7]. В настоящее время значительная 
часть таких исследований выполняется на кор-
нуклеосомах, не имеющих линкерных участков 
ДНК (линкеров) [1, 6, 7]. В других случаях изучае-
мые нуклеосомы имеют линкеры (один или два), 
а  их длина изменяется в широких пределах 
[1, 2, 4, 5, 8]. При столь широкой вариабельности 
используемых мононуклеосом возникают вопро-
сы о возможной зависимости результатов изуче-
ния молекулярных взаимодействий от наличия, 
числа и длины линкеров, а также о правомерности 
прямого сравнения данных, полученных в различ-
ных исследованиях. 

Опубликованные данные свидетельствуют 
о том, что длина линкеров может влиять на струк-

туру коровой области и взаимодействия нуклеосом. 
Например, показано, что при наличии линкерной 
ДНК длиной 30 п.н. или меньше происходит спон-
танное частичное отворачивание нуклеосомной 
ДНК от октамера гистонов [8]. Установлено, что 
укладка ДНК на октамере гистонов в нуклеосомах 
с одним линкером изменяется при увеличении 
длины линкера от 20 до 135 п.н. [9]. Продемонстри-
ровано, что эффективность нуклеосом-белковых 
взаимодействий может существенно зависеть от 
наличия, числа и длины линкеров [10, 11]. 

Дополнительным фактором, способным ока-
зывать влияние на структуру нуклеосом, является 
присутствие в растворе двухвалентных катионов – 
в частности, катионов магния. Показано, что эти 
ионы влияют на структуру хроматина, увеличивая 
степень его конденсации, а также стабилизируют 
ДНК-гистоновые взаимодействия в коровой обла-
сти нуклеосом [12, 13]. Анализ кристаллических 
структур показывает, что двухвалентные катионы 
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предпочтительно связываются с большой борозд-
кой ДНК, где они могут локально влиять на кон-
формацию ДНК, стабилизируя ее изгибы в ком-
плексах ДНК-белок [14]. Характер влияния ионов 
магния на структуру нуклеосом может также зави-
сеть от длины линкерной ДНК [9].

Поскольку в нуклеосоме при физиологиче-
ских условиях могут происходить спонтанные 
конформационные изменения [15], некоторые из 
которых важны для правильной работы генетиче-
ского аппарата клетки [16], знания статической 
структуры этого ДНК-белкового комплекса в кри-
сталлическом состоянии оказывается недостаточ-
но для понимания механизмов его функциониро-
вания. Необходимо изучение конформационной 
динамики и структурной гетерогенности нуклео-
сом с использованием таких методов, как ядерный 
магнитный резонанс, малоугловое рентгеновское 
рассеяние и флуоресцентная микроскопия оди-
ночных частиц на основе Ферстеровского резо-
нансного переноса энергии (spFRET-микро-
скопия) [1, 6–9, 17]. 

В настоящей работе методом spFRET-
микроскопии изучены структурные особенности 
укладки ДНК на октамере гистонов в нуклеосомах 
с двумя линкерами и без них в присутствии и в от-
сутствие двухвалентных ионов магния, а также 
в растворах с повышенной ионной силой. 

Материалы и методы
Нуклеосомы были получены с помощью двух 

вариантов флуоресцентно-меченых ДНК-матриц, 
включавших в себя либо только нуклеосом-пози-
ционирующую последовательность 603 длиной 
147 п.н. (кор-нуклеосомы без линкеров, CN), 
либо последовательность 603 и два участка ДНК 
по 20 п.н. до начала и после окончания этой по-
следовательности (нуклеосомы с двумя линкерами 
длиной 20 п.н., 2LN). В обоих случаях к ДНК 
были присоединены флуоресцентные метки Су3 
и Су5 соответственно в положениях 13 и 91 п.н. от 
начала последовательности 603.

Матрицы были получены в ходе полимераз-
ной цепной реакции с использованием флуорес-
центно-меченых праймеров CN Fw, CN Rev, 2LN 
Fw и 2LN Rev:
CN Fw 5’-CCCGGTTCGCGC[Cy3-dT]CCCGCCT

TCCGTGTGTTGTCGTCTCTCGG-3’,
CN Rev 5’-ACCCCAGGGACTTGAAGTAATAAG

GACGGAGGGCCTCTTTCAACATCGATGCACG
G[Cy5-dT]GGTTAG-3’,

2LN Fw 5’-CAAGCGACACCGGCACTGGGCCC
GGTTCGCGC[Cy3-dT]CCCGCCTTCCGTGTGT

TGTCGTCTCTCGGGCGT-3’,
2LN Rev 5’-GAACCATGATGGGCACTGGGTAC
CCCAGGGACTTGAAGTAATAAGGACGGAGG
GCCTCTTTCAACATCGATGCACGG[Cy5-dT]

GGTTAG-3’

ДНК-матрицы были выделены и очищены, 
как было описано ранее [18]. Концентрацию ДНК 
определяли спектрофотометрически. В качестве 
источника коровых гистонов использовали хрома-
тин из эритроцитов цыплят без гистона Н1 [2]. 
Сборку нуклеосом на ДНК-матрице проводили 
в  процессе диализа против уменьшающейся кон-
центрации NaCl по протоколу из соответствую-
щей работы [2]. Для измерений методом spFRET-
микроскопии нуклеосомы разбавляли до 
концентрации ~1 нМ в буфере 20 мМ Tris-HCl 
(pH = 8,0), 0,15 М KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанола 
с  добавлением 5 мМ MgCl2 или без такового.  
Влияние ионной силы на структуру нуклеосом из-
учали в аналогичных растворах, увеличив концен-
трацию KCl до 0,5 или 0,7 М. Стабильность струк-
туры нуклеосом СN и 2LN при высокой ионной 
силе оценивали, сравнивая результаты трех после-
довательных десятиминутных измерений после 
повышения концентрации KCl. Измерения вы-
полняли в 12-луночной силиконовой камере (Ibidi 
GmbH, Германия), закрепленной на покровном 
стекле, с использованием конфокального микро-
скопа LSM710-Confocor3 (Zeiss, Германия), как 
описано ранее [18]. Интенсивность флуоресцен-
ции меток Су3 и Су5 в составе одиночных нуклео-
сом регистрировали в процессе свободной диффу-
зии частиц через фокус лазерного луча. Для 
каждой измеренной нуклеосомы рассчитывали 
коэффициент близости К, а для выборки строили 
частотное распределение нуклеосом по величине 
К, как в соответствующих работах [4, 19]. Коэф-
фициент К является аналогом эффективности 
FRET без учета поправок на квантовые выходы 
флуоресценции меток Су3 и Су5 и на отличие 
в  чувствительности прибора в областях флуорес-
ценции этих меток. Распределения нуклеосом 
представляли в виде суперпозиции трех полос  
Гауссовой формы, соответствующих трем субпо-
пуляциям нуклеосом, отличающимся по величине 
K. Согласно критерию суммы квадратов отклоне-
ний расчетных значений от экспериментальных 
(χ2) наилучшее описание K-профилей нуклеосом 
было достигнуто при положениях максимумов по-
лос 0,04, 0,62 и 0,82. При использовании для опи-
сания К-профилей одной Гауссовой полосы вме-
сто двух в области значений К > 0,2 точность 
разложения экспериментальных зависимостей со-
гласно критерию χ2 существенно снижалась. Раз-
меры субпопуляций отличающихся по структуре 
нуклеосом определяли как процентное отношение 
площадей под отдельными Гауссовыми полосами 
к общей площади под К-профилем. Субпопуля-
ции нуклеосом, соответствующие полосам с мак-
симумами К 0,04, 0,62 и 0,82, обозначали, как LF, 
MF и HF (сокращения от английских low, middle 
и high FRET). Результаты были получены в трех 
независимых экспериментах. Размер выборки со-
ставлял не менее 8000 нуклеосом.
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Результаты и обсуждение
Исследование методом spFRET-микроскопии 

показало, что в растворе нуклеосомы CN и 2LN 
(рисунок, A) присутствуют в виде трех субпопуля-
ций LF, MF и HF (низкая, промежуточная и вы-
сокая эффективности FRET, соответственно), ко-
торые различаются по величине коэффициента 
эффективности FRET К (рисунок, Б) и, следова-
тельно, по укладке ДНК на октамере гистонов 
в  области расположения меток Су3 и Су5. Отме-
тим, что метки находятся вблизи входа ДНК  
в нуклеосому в области, которая легче всего под-
вергается структурным изменениям. Минорная 
субпопуляция LF, описываемая Гауссовым (нор-
мальным) распределением с максимумом 0,04, со-
ответствует нуклеосомам с нарушенной укладкой 
нуклеосомной ДНК, возникающей из-за частич-
ной (или полной) потери гистонов в разбавленных 
растворах. Считается, что в эту субпопуляцию мо-
гут также давать вклад нуклеосомы, в которых 
ДНК временно отвернута от октамера гистонов 
вследствие так называемого «дыхания нуклеосом» 
[20]. Доминирующие субпопуляции MF и HF, 
описываемые нормальными распределениями 
с  расчетными максимумами 0,62 и 0,82, соответ-
ствуют, по-видимому, двум различным типам 
укладки супер-витков ДНК на октамере гистонов, 
характерным для интактных нуклеосом. Измене-
ния в укладке ДНК могут быть вызваны близкими 
по свободной энергии вариантами взаимодей-
ствий между ДНК, гистонами и ионным окруже-
нием, которые отличаются расстоянием между  
соседними супервитками ДНК в области располо-
жения меток при сохранении взаимодействия 
ДНК с гистонами, наличием локального супер-
скручивания двухцепочечной ДНК или отличаю-
щимся на 1–2 п.н. позиционированием ДНК на 
октамере гистонов. Идентификация данных 
структурных особенностей методом spFRET-
микроскопии затруднена. 

К-профили интактных нуклеосом CN в при-
сутствии и в отсутствие ионов Mg2+ немного отли-
чаются (рисунок, Б). Анализ показывает, что рас-
пределение нуклеосом CN между состояниями 
MF и HF составляет 33:67 в растворе без ионов 
Mg2+ и 35:65 в присутствии 5 мМ Mg2+ (р = 0,15, 
различия недостоверны, рисунок, В).

Отличия К-профилей нуклеосом 2LN в рас-
творах с ионами Mg2+ и без них также небольшие 
(рисунок, Б) и связаны с изменением распределе-
ния между состояниями MF и HF от 29:71 без 
Mg2+ до 27:73 в присутствии 5 мМ Mg2+ (р = 0,14, 
различия недостоверны, рисунок, В). Таким обра-
зом, по данным spFRET-анализа в обоих типах 
нуклеосом двухвалентные катионы магния вызы-
вают лишь небольшие смещения в равновесии 
двух вариантов укладки ДНК в области ее входа 
в коровую область нуклеосомы. 

Сравнительный анализ K-профилей выявил 
достоверные отличия нуклеосом CN и 2LN в об-
ласти высоких значений К (рисунок, Б), связан-
ные с распределением нуклеосом по состояниям 
MF и HF. Соотношение субпопуляций HF/MF 
больше у нуклеосом 2LN, чем у CN-нуклеосом, 
в 1,2 раза (р = 0,005) и в 1,45 раза (р = 0,009) соот-
ветственно в отсутствие и в присутствии ионов 
Mg2+. По-видимому, взаимодействия положитель-
но заряженных хвостов гистонов с линкерными 
участками ДНК смещают равновесие между двумя 
структурными состояниями в сторону HF-
конформации, а двухвалентные ионы магния, 
имеющие тенденцию к связыванию в широкой 
бороздке ДНК [14, 21], снижают электростатиче-
ское отталкивание между соседними супервитка-
ми ДНК и дополнительно стабилизируют эту кон-
формацию. 

Поскольку повышение ионной силы дестаби-
лизирует нуклеосомы и потенциально способно 
выявить отличия в стабильности их структуры, 
было проведено сравнительное изучение нуклео-
сом CN и 2LN при концентрации одновалентных 
ионов 0,5 и 0,7 М (в присутствии 5 мМ Mg2+). 

Установлено, что повышение концентрации 
KCl до 0,5 М приводит к значительному увеличе-
нию субпопуляции HF по сравнению с MF  
у CN-нуклеосом и к противоположному эффекту 
у  2LN-нуклеосом (рисунок, Г, Д, Ж). В случае 
2LN-нуклеосом, в отличие от CN-нуклеосом, до-
полнительно регистрируется небольшое увеличе-
ние субпопуляции LF (рисунок, Г). Эти структур-
ные изменения происходят сразу после 
увеличения ионной силы, а в течение последую-
щего периода наблюдения (до 30 мин) структура 
нуклеосом существенно не меняется (рисунок, Е).

При увеличении концентрации KCl до 0,7 М 
обнаружены полный переход 2LN-нуклеосом из 
HF- в MF-конформацию и увеличение LF-суб-
популяции, а для CN-нуклеосом ‒ значительное 
уменьшение HF-субпопуляции, сопровождающее-
ся возрастанием MF- субпопуляции (рисунок, Г, Д, 
Ж). Устанавливающееся после увеличения ионной 
силы распределение нуклеосом по величине К ста-
бильно в течение 30 мин наблюдения в случае  
2LN-нуклеосом, но продолжает немного изменять-
ся у CN-нуклеосом (рисунок, Е). При этом значи-
тельной дестабилизации структуры, регистри- 
руемой как увеличение LF-субпопуляции,  
у CN-нуклеосом не наблюдается (рисунок, Д). 

Таким образом, HF-конформация в случае 
2LN-нуклеосом является неустойчивой при повы-
шении ионной силы и, возможно, при других видах 
воздействий, влияющих на электростатические 
взаимодействия между ДНК и гистонами. MF-
конформация в этих условиях оказывается более 
энергетически выгодной и эффективно препят-
ствует дальнейшей реорганизации структуры ну-
клеосом с потерей гистонов, которая, по опублико-
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ванным данным, является характерным процессом 
в растворах с высокой ионной силой [22, 23]. 

В случае CN-нуклеосом умеренное повыше-
ние ионной силы способствует стабилизации  
HF-конформации, что, возможно, связано с осла-
блением влияния положительно заряженных хво-
стов гистонов на укладку нуклеосомной ДНК 
в  отсутствие линкерных участков ДНК. Ослабле-

ние влияния может происходить вследствие уси-
ления электростатического экранирования заря-
дов на ДНК и гистонах при увеличении 
концентрации свободных ионов. После экраниро-
вания влияния хвостов гистонов дальнейшее уве-
личение ионной силы способствует, как и в случае 
2LN-нуклеосом, переходу CN-нуклеосом из HF- 
в MF-конформацию (рисунок, Д, Ж). 

Рисунок. Влияние линкерных участков ДНК на укладку нуклеосомной ДНК в коровой области. (А) Схема структуры нуклео-
сом CN и 2LN и положение в них меток Cy3 и Cy5 (соответственно белая и черная звездочки). (Б) Частотные распределения 
нуклеосом CN и 2LN по эффективности FRET (К) при концентрации KCl 150 мМ в присутствии и в отсутствие 5 мМ Mg2+. 
(В) Гистограммы относительного содержания MF- и HF-субпопуляций нуклеосом в образцах CN и 2LN при концентрации 
KCl 150 мМ в присутствии и в отсутствие 5 мМ Mg2+ (* – p < 0,05). На графиках показаны средние значения ± ошибка средне-
го. (Г, Д) Частотные распределения для нуклеосом CN и 2LN по эффективности FRET (K) при различной ионной силе рас-
твора в присутствии 5 мМ ионов Mg2+. (Е) Стабильность нуклеосом во времени при повышенной ионной силе. Представлены 
данные об изменениях в относительном содержании MF- и HF-субпопуляций нуклеосом в течение трех последовательных 
10-минутных интервалов наблюдения после повышения ионной силы. (Ж) Гистограммы относительного содержания MF- 
и  HF-субпопуляций нуклеосом в образцах CN и 2LN при различной ионной силе раствора в присутствии 5 мМ Mg2+  
(*– p < 0,05). На графиках показаны средние значения ± ошибка среднего.
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Полученные данные указывают на то, что, не-
смотря на сходные конформации, характерные для 
2LN- и CN-нуклеосом, одни и те же факторы могут 
оказывать разнонаправленное влияние на структуру 
этих нуклеосом, что необходимо учитывать, в том 
числе, и при изучении взаимодействия мононукле-
осом с различными ядерными белками in vitro. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 19-
74-30003). Исследования проведены без исполь-
зования животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов. 
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Influence of linker DNA on nucleosome structure according 
to single-particle fluorescence microscopy data

T.V. Andreeva1, A.V. Lyubitelev1, N.V. Malyuchenko1, V.M. Studitsky1,2, 
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ul. Miklukho-Maklaya 16/10, 117997, Moscow, Russia
*e-mail: avfeofanov@yandex.ru

Mononucleosomes assembled using DNA templates of various lengths that contain 
a  nucleosome-positioning sequence are widely used in molecular biological studies, but their 
structural features require detailed investigation. The single-particle fluorescence microscopy 
based on the Förster resonance energy transfer was used to compare the structure 
of nucleosomes with two 20 bp length DNA linkers and core-nucleosomes without linkers (CN) 
in solutions containing 150 mM KCl, 5 mM MgCl2 (or without MgCl2), as well as in solutions 
with increased ionic strength (0.5 and 0.7 M KCl). It was found that these nucleosomes are 
present in solutions as two dominant subpopulations, which differ in the DNA folding on the 
histone octamer. It was revealed that CN and 2LN differ in the ratio of these subpopulations, 
and the differences increase in the presence of Mg2+ ions. With an increase in the ionic strength, 
conformational reorganizations occur in the core region of the nucleosomes. The character 
of the reorganizations differs in 2LN and CN at 0.5 M KCl, but becomes similar at 0.7 M KCl. 
The obtained data indicate that, despite the similar conformations of 2LN and CN, the same 
factors can induce different effect on the structure of these nucleosomes, and it should be taken 
into account when, for example, studying the interactions of mononucleosomes with various 
nuclear proteins in vitro. 

Keywords: nucleosome structure, influence of ions, fluorescence, microscopy, single molecule, 
conformational changes
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