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Активируемый кальцием калиевый канал промежуточной проводимости KCa3.1 способ-
ствует Ca2+-зависимой гиперполяризации клеточной мембраны, а нарушения его рабо-
ты наблюдаются при аутоиммунных и онкологических заболеваниях. Для изучения это-
го канала и его пептидных блокаторов с использованием флуоресцентного анализа были 
сконструированы плазмиды, кодирующие α-субъединицу KCa3.1, слитую с флуоресцент-
ным белком mKate2 на N- или C-конце, а также получен флуоресцентный лиганд ChTx-
GFP, объединяющий в себе пептидный блокатор харибдотоксин и зеленый флуорес-
центный белок. Установлено, что mKate2 на N-конце α-субъединицы блокирует 
перенос канала в плазматическую мембрану клеток Neuro-2а, тогда как mKate2 на ее 
С-конце не препятствует эффективному накоплению канала в плазматической мембра-
не и формированию его правильной тетрамерной структуры, способной связывать пеп-
тидные блокаторы. Лиганд ChTx-GFP связывается на мембране с каналом KCa3.1 при 
концентрации 20 нМ и может быть использован для флуоресцентного имиджинга этих 
каналов в клетках млекопитающих. 
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Введение
Кальций-зависимые калиевые каналы – это 

белки клеточной мембраны, которые активиру-
ются в ответ на увеличение концентрации каль-
ция внутри клетки и осуществляют перенос ио-
нов калия и регуляцию потенциала мембраны [1]. 
Канал промежуточной проводимости KCa3.1, экс-
прессирующийся в эритроцитах, Т- и  В-лим- 
фоцитах, а также сосудистом эндотелии, участву-
ет в кальциевой сигнализацию и играет роль  
в  регуляции разнообразных физиологических 
процессов, включая пролиферацию клеток [2, 3], 
синтез провоспалительных цитокинов и хемоки-
нов [4], изменение объема клеток [5], мигра-
цию [6] и апоптоз [7]. Поскольку нарушения нор-
мального функционирования KCa3.1 ассоцииро- 
ваны с рядом заболеваний, в первую очередь  
аутоиммунных и онкологических, канал рассма-
тривается в качестве потенциальной мишени при 
их лечении [8]. Возможность подавления проли-

ферации с помощью блокаторов канала KCa3.1 
продемонстрирована на лимфоцитах, активация 
которых сопровождается повышением уровня 
экспрессии канала KCa3.1 [2]. Таким образом, из-
учение механизмов функционирования KCa3.1 
и  его взаимодействия с  блокаторами является 
важной медико-биологической задачей.

Большим терапевтическим потенциалом об-
ладают пептидные блокаторы, источником кото-
рых являются животные яды, в частности, яды 
скорпионов [9]. В настоящее время известно лишь 
небольшое количество пептидных блокаторов ка-
нала KCa3.1, среди которых природные токсины 
харибдотоксин (ChTx) и мауротоксин [10], обла-
дающие наномолярной аффинностью к каналу 
KCa3.1, а также несколько мутантных и искус-
ственно сконструированных химерных пепти-
дов  [11–13]. При этом многие из известных пеп-
тидных блокаторов калиевых каналов до сих пор 
не исследованы в отношении канала KCa3.1. 
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Изучение канала KCa3.1, а также его пептид-
ных блокаторов требует разработки новых подхо-
дов, в том числе с использованием флуоресцент-
ного анализа. В данной работе представлены 
результаты применения флуоресцентных белков 
mKate2 и eGFP для создания методами биоинже-
нерии соответственно флуоресцирующего канала 
mKate2-KCa3.1 (K-KCa3.1) с высокой экспрессией 
в плазматической мембране клеток млекопитаю-
щих и его флуоресцентного лиганда ChTx-GFP на 
основе ChTx из яда скорпиона Leiurus quinquestria-
tus hebraeus.

Материалы и методы
Конструирование флуоресцентно-меченых 

α-субъединиц канала KCa3.1. Ген KCNN4, кодирую-
щий α-субъединицу KCa3.1, предоставлен д.б.н. 
Е.С. Никитиным (Институт высшей нервной дея-
тельности и нейрофизиологии РАН, г. Москва). 
Плазмида pKCNN4-mKate2, кодирующая 
α-субъединицу KCa3.1 слитую по C-концу через 
линкер GGGGSGLRS с флуоресцентным белком 
mKate2 (KCa3.1-K), была получена ранее [14].

Для получения плазмиды pmKate2-KCNN4, 
ген KCNN4 был клонирован в плазмиду pmKate2-C 
(Evrogen, Россия) по сайтам узнавания рестриктаз 
BglII и HindIII. Амплификацию гена KCNN4 про-
водили с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с использованием праймеров KCNN4-f1 
5ʹ-TTCAGATCTGGCGGGGATCTGGTGCTTG-3ʹ 
и KCNN4-r1 5ʹ-TTCAAGCTTCACTTGGACTGCT 
GGCTGG-3ʹ (последовательности сайтов BglII 
и  HindIII подчеркнуты). Плазмида pmKate2-
KCNN4 обеспечивает экспрессию α-субъединицы 
KCa3.1, к N-концу которой через линкер 
GGGGSGLRS присоединен флуоресцентный бе-
лок mKate2 (К-KCa3.1). 

Нуклеотидная последовательность гена 
KCNN4 в плазмиде pmKate2-KCNN4 была под-
тверждена секвенированием по методу Сэнгера 
(Evrogen, Россия). 

Получение флуоресцентно-меченого харибдо-
токсина (ChTx-GFP). Ген, кодирующий последо-
вательность пептидного токсина ChTx (QFTNVSC
TTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS, 
37 а.о.), был синтезирован с помощью ПЦР с ис-
пользованием олигонуклеотидных праймеров, со-
держащих сайты узнавания рестриктаз KpnI 
и  BamHI (подчеркнуты) и последовательность, 
кодирующую сайт расщепления протеазы TEV 
(выделена жирным шрифтом): Ch-f1 (5ʹ-TTCTGG
TACCGAAAACCTGTATTTTCAGCAGTTCACCAAT
GTGAGCTGCAC-3ʹ), Ch-f2 (5ʹ- GGAGCGTGTG
TCAGCGCCTGCATAACACCAGCCGTGGCAAA
TGCATG-3ʹ), Ch-r1 (5ʹ- CTGACACACGCTCCAG
CATTCTTTAGACGTGGTGCAGCTCACATT-3ʹ) 
и Ch-r2 (5ʹ- TTCTGGATCCGCTATAACAGCGAC
ATTTTTTATTCATGCATTTGCCAC-3ʹ). Получен-
ный фрагмент ДНК длиной около 150 пар основа-

ний (п.о.) гидролизовали эндонуклеазами рестрик-
ции KpnI и BamHI, а затем клонировали по сайтам 
KpnI/BamHI в экспрессионную плазмиду pET23-
MalE-AgTx2-L3-GFP [15], заменяя ген пептидного 
токсина AgTx2 на ген ChTx. В результате была по-
лучена плазмида pET23-MalE-ChTx-L3-GFP, обе-
спечивающая экспрессию гибридного белка MBP-
ChTx-GFP, в котором ChTx фланкирован по 
N-концу мальтозасвязывающим белком (MBP, 
Maltose-Binding Protein) и сайтом расщепления 
протеазы TEV, а по С-концу связан с флуоресцент-
ным белком GFP через полипептидный линкер L3 
(GSGGSGGSGGTGGAGGATST).

Выделение флуоресцентного харибдотоксина 
(ChTx-GFP) проводили в соответствии с разрабо-
танной ранее методикой [15]. Химерный белок 
MBP-ChTx-GFP экспрессировали в клетках E.coli 
Rosetta-gamiB(DE3)pLysS (Novagen). Очистку целе-
вого белка из клеточного лизата осуществляли ме-
тодом Ni-аффинной хроматографии с использова-
нием Ni-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, 
США), полученный белок MBP-ChTx-GFP расще-
пляли протеазой TEV, а образовавшийся в резуль-
тате расщепления белок ChTx-GFP отделяли с по-
мощью повторной Ni-аффинной хроматографии 
(рис. 1А). Очищенный ChTx-GFP хранили при 
температуре 4°C. Определение концентрации белка 
проводили спектрофотометрически (рис. 1Б) с ис-
пользованием молярного коэффициента экстинк-
ции для eGFP (ε(488 нм) = 55 000 M-1см-1). Выход 
ChTx-GFP составлял около20 мг на 1 л культуры.

Эксперименты с клетками. Клетки нейробла-
стомы мыши Neuro-2a были получены из Россий-
ской коллекцией клеточных культур (Институт 
цитологии РАН, г. Санкт-Петербург). Клетки 
культивировали в среде DMEM (Paneco, Россия), 
дополненной 10% фетальной бычьей сывороткой 
(PAA Laboratories, Австрия) при 37°C (5% CO2) 
с пересевом два раза в неделю. 

Для экспериментов клетки высевали на по-
крытые поли-L-лизином стекла в 24-луночные 
планшеты (3×104 клеток на лунку). Через 24 ч 
клетки трансфицировали плазмидными конструк-
циями K-KCa3.1 или KCa3.1-K, используя реагент 
GenJector-U (Молекта, Россия) в соответствии 
с  протоколом производителя. Исследования про-
водили через 24 ч после трансфекции.

В исследованиях флуоресцентного лиганда 
в лунки планшета к трансфицированным клеткам 
добавляли ChTx-GFP в концентрации 10 нМ 
и  инкубировали в среде с сывороткой 1 ч (37°C, 
5% CO2). 

Конфокальная микроскопия. Использовали ла-
зерный сканирующий конфокальный микроскоп 
Leica-SP2 (Leica Microsystems GmbH, Германия), 
оснащенный водо-иммерсионным объективом 
с увеличением 63× (HCX PL APO, NA = 1,2). Ла-
теральное и аксиальное разрешение в экспери-
ментах было 0,2 и 0,6 мкм соответственно.
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Флуоресценцию K-KCa3.1 или KCa3.1-K воз-
буждали светом с длиной волны 561 нм, а регистри-
ровали в диапазоне длин волн 600–700 нм. Флуо-
ресценцию лиганда ChTx-GFP возбуждали при 
488 нм, а регистрировали в диапазоне 498–550 нм.

Результаты и обсуждение
Эффективную экспрессию α-субъединиц 

KCa3.1, слитых с флуоресцентным белком mKate2 по 
N- и C-концу, наблюдали в 40% трансфицирован-
ных клеток Neuro-2a. Обнаружено, что характер рас-
пределения К-KCa3.1 и KCa3.1-K в клетках различа-
ется. По данным конфокальной микроскопии для 
белка KCa3.1-K характерно интенсивное накопление 
в плазматической мембране, дополненное неодно-
родным распределением в  цитоплазме (рис.  2А). 
В  свою очередь, белок К-KCa3.1 распределен неод-
нородно в цитоплазме клеток, но без выраженной 
локализации в плазматической мембране (рис. 2Б). 
Картина распределения К-KCa3.1 похожа на типич-
ное распределение α-субъединиц калиевых каналов 
в эндоплазматическом ретикулуме [16, 17].

Лиганд ChTx-GFP был получен в экспресси-
онной системе E. coli в составе гибридного белка 
MBP-ChTx-GFP. Использование мальтозасвязы-
вающего белка в качестве белка-партнера способ-
ствует высокому уровню экспрессии и раствори-
мости гибридного белка в клетках E. coli, 
а наличие сайта расщепления протеазы TEV, при-
легающего к N-концу ChTx, обеспечивает сохра-
нение нативного N-конца этого пептида после 
расщепления гибрида [15]. Полученный гибрид-
ный белок MBP-ChTx-GFP и флуоресцентно-ме-

ченый лиганд ChTx-GFP соответствовали по мо-
лекулярной массе расчетным значениям и не 
имели признаков деградации (рис.1А, Б)

Инкубация клеток, экспрессирующих канал 
KCa3.1-K, с белком ChTx-GFP сопровождается 
окрашиванием плазматической мембраны клеток 
в  спектральном диапазоне 498–550 нм, что свиде-
тельствует о взаимодействии флуоресцентно-мече-
ного лиганда ChTx-GFP с таргетными каналами 
KCa3.1-K, локализованными в клеточной мембране 
(рис. 2В, Г). В случае клеток, экспрессирующих 
К-KCa3.1, окрашивания мембраны не обнаружено 
(рис. 2Д, Е), что подтверждает отсутствие канала 
К-KCa3.1 в плазматической мембране, выявленное 
при изучении внутриклеточного распределения ка-
нала (рис. 2Б). При трансфекции клеток Neuro-2a 
плазмидами, экспрессирующими каналы KCa3.1-K 
или К-KCa3.1, в поле зрения микроскопа попадают 
нетрансфцированные клетки, которые не связыва-
ют ChTx-GFP на своей поверхности (рис. 2В, Г, 
положение клеток указано желтыми стрелками), 
что указывает на отсутствие неспецифического 
связывания используемого флуоресцентного ли-
ганда с клеточной мембраной. 

Зеленая флуоресценция в цитоплазме клеток, 
часто имеющая выраженный гранулярный харак-
тер, наблюдается в нетрансфицированных клетках 
и может усиливаться в клетках после трансфекции 
(рис. 2Г, Е, голубые стрелки). Эта флуоресценция 
связана с образованием в цитоплазме пигментов 
старения [18] и не является, в случае инкубации 
клеток с ChTx-GFP, признаком внутриклеточного 
накопления этого лиганда.

Рис. 1. Выделение ChTx-GFP. А – Электрофорез в полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия белка MBP-
ChTx-GFP после Ni-аффинной хроматографии и обессоливания (дорожка 1) и очищенного белка ChTx-GFP после расщепле-
ния белка MBP-ChTx-L3-GFP протеазой TEV (дорожка 2). М – маркеры молекулярных масс белков. Б – Спектр поглощения 
очищенного белка ChTx-GFP.
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Известно, что ChTx блокирует токи ионов ка-
лия через канал KCa3.1, связываясь в области 
внешнего вестибюля поры с константой диссоци-
ации 5 нМ [10]. Во взаимодействии пептидных 
блокаторов с порой участвуют аминокислотные 
остатки нескольких α-субъединиц при их пра-
вильной сборке в функционально активный канал 
[16, 18]. Очевидно, что мембранная флуоресцен-
ция ChTx-GFP отражает связывание данного бел-
ка с KCa3.1-К на плазматической мембране, что 
свидетельствует о следующем: KCa3.1-К в мембра-
не находится в составе каналов; ChTx, входящий 
в  химерный белок ChTx-GFP, сохраняет способ-
ность взаимодействовать с каналом KCa3.1. 

Использование флуоресцентных белков для 
мечения пептидных блокаторов, как правило, не 
приводит к появлению неспецифического связы-
вания с компонентами плазматической мембра-

ны, но снижает их аффинность (в ряде случаев 
очень значительно) и может менять профиль взаи-
модействия с каналами [15, 16, 19]. В случае ChTx-
GFP интенсивное взаимодействие с каналом 
KCa3.1 наблюдалось при концентрации лиганда 
20  нМ и больше, что отражает снижение аффин-
ности пептидного токсина ChTx к каналу в соста-
ве химерного белка, содержащего флуоресцент-
ный белок eGFP. Образование комплексов между 
ChTx-GFP и каналом KCa3.1 не сопровождалось 
заметным изменением распределения канала на 
мембране клеток Neuro-2a (рис. 2А, В). 

Отсутствие накопления К-KCa3.1 в плазмати-
ческой мембране, подтвержденное отсутствием 
связывания с ChTx-GFP (рис. 2Б, Д, Е), свидетель-
ствует о негативном влиянии mKate2, присоеди-
ненного к N-концу α-субъединицы, на транспорт 
К-KCa3.1 из эндоплазматического ретикулума 
в плазматическую мембрану. 

На N-конце α-субъединицы KCa3.1 находится 
так называемая «лейциновая молния» (застежка), 
которая определяет не только тетрамеризацию 
α-субъединиц, но и транспорт канала в плазматиче-
скую мембрану [20]. В составе канала N-концы 
α-субъединиц сближены с С-концами, которые 
в  свою очередь участвуют в связывании кальмоду-
лина [21]. Эффективное взаимодействие между 
кальмодулином и С-концевой областью α-субъ- 
единицы критически важно для сборки канала  
в эндоплазматическом ретикулуме и его дальней-
шего переноса в плазматическую мембрану [21]. 
Возможно, что mKate2 на N-конце α-субъединицы 
стерически мешает связыванию кальмодулина 
С-концевой областью α-субъединицы. В свою оче-
редь, mKate2, присоединенный к С-концу 
α-субъединицы KCa3.1, по-видимому, не влияет на 
взаимодействие канала с кальмодулином. Отметим, 
что для эффективной экспрессии на мембране кле-
ток Neuro-2a канала KCa3.1 не потребовалось вво-
дить в аминокислотную последовательность 
α-субъединицы дополнительных мутаций, способ-
ствующих транспорту канала в мембрану, в отли-
чие, например, от ранее исследованных каналов 
Kv1.1 и Kv1.2 [16, 17]. Это свойство канала KCa3.1 
может быть связано как с присутствием в составе 
α-субъединицы сильных сигнальных аминокислот-
ных последовательностей, направляющих транс-
порт канала в мембрану [21], так и с эндогенной 
экспрессией в клетках Neuro-2a необходимых вспо-
могательных белков-переносчиков. 

Заключение
Наличие флуоресценции у калиевых каналов 

при их экзогенной экспрессии в клетках млекопи-
тающих существенно облегчает изучение этих ка-
налов методами флуоресцентной микроскопии 
и электрофизиологии [14, 16, 17, 22–26]. При кон-
струировании флуоресцирующего канала KCa3.1 
обнаружено, что транспорт в плазматическую 

Рис. 2. Конфокальные изображения клеток Neuro-2a, экс-
прессирующих KCa3.1-K (А, В, Г) и K-KCa3.1 (Б, Д, Е) в от-
сутствие (А, Б) и в присутствии (В–Е) 20 нМ ChTx-GFP. Ти-
пичные распределения KCa3.1-K (А, В) и KCa3.1-K (Б, Е) 
в  клетках Neuro-2a. Распределения флуоресценции в спек-
тральном диапазоне 498–550 нм после инкубации клеток 
с  20  нМ ChTx-GFP (Г, Е). Желтыми стрелками указаны не-
трансфцированные клетки, голубыми – пигменты старения. 
Метки масштаба – 20 мкМ.
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мембрану канала KCa3.1, α-субъединицы которого 
слиты с флуоресцентным белком mKate2, крити-
чески зависит от положения mKate2 в составе хи-
мерной белковой конструкции. Белок mKate2 на 
N-конце α-субъединицы KCa3.1 не мешает экс-
прессии К-KCa3.1 в клетках Neuro-2а, но блокиру-
ет его транспорт в плазматическую мембрану. Бе-
лок mKate2 на С-конце α-субъединицы KCa3.1 
сохраняет способность к интенсивному встраива-
нию флуоресцирующего канала в мембрану и его 
взаимодействию с пептидными блокаторами, 
в том числе с флуоресцентно-мечеными. 

ChTx-GFP расширяет видовое разнообразие 
флуоресцентных лигандов калиевых каналов на 
основе пептидных блокаторов слитых с флуорес-

центными белками для имиджинга каналов на 
мембране клеток млекопитающих. ChTx-GFP 
и  КCa3.1-К могут быть использованы в качестве 
компонентов аналитической клеточной системы 
для изучения канала KCa3.1 и поиска эффектив-
ных пептидных блокаторов этого канала, как это 
показано ранее на примере потенциал-зависимых 
калиевых каналов Kv1 [16, 17].

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект №22-
1400406П). Исследование проведено без исполь-
зования животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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N- or C-terminal position of the fluorescent protein mKate2 
in the mKate2-KCa3.1 chimera influences membrane expression 

of the channel
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The intermediate-conductance calcium-activated potassium channel KCa3.1 promotes calcium-
dependent hyperpolarization of the cell membrane. Its malfunction has been observed in 
autoimmune and oncological diseases. To study this channel and its peptide blockers using 
fluorescence analysis, plasmids encoding the α-subunit KCa3.1 fused with the fluorescent protein 
mKate2 at the N- or C-terminus were constructed, and the fluorescent ligand ChTx-GFP was 
obtained, which is a combination of the peptide blocker charybdotoxin and the green fluorescent 
protein. It was found that mKate2 at the N-terminus of the α-subunit blocks the transport of the 
channel into the plasma membrane of Neuro-2a cells, while mKate2 at its C-terminus does not 
interfere with the efficient accumulation of the channel in the plasma membrane and the 
formation of a regular tetrameric structure capable of binding peptide blockers. The ligand 
ChTx-GFP binds to the KCa3.1 channel on the membrane at a concentration of 20 nM and can 
be used for fluorescent imaging of these channels in mammalian cells.
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