
301

Белок Dps продуцируется в клетках 
Escherichia coli, относится к классу оксидоредук-
таз, окисляющих ионы металлов [1]. Недавний 
скрининг выявил в бактериальной ДНК области 
генома, преимущественно ответственные за свя-
зывание с Dps [2]. Сайты, имеющие сродство к 
Dps, перекрываются с сайтами, ответственными 
за взаимодействие с другими ДНК-связываю-
щими белками, в том числе РНК-полимераза-
ми. Таким образом, предполагается, что Dps 
может модулировать транскрипцию бактериаль-
ной хромосомы [3], препятствуя синтезу РНК с 
некоторых участков посредством конкуренции с 
РНК-полимеразой или, наоборот, конкурируя с 
ингибиторами, активировать транскрипцию. Dps 
взаимодействует с ДНК, не ингибируя транс-
крипцию, но ограничивая доступ к ДНК других 
белков, таких как эндонуклеазы рестрикции. 

Синтез белка Dps усиливается при перехо-
де E. coli в стационарную фазу роста [1]. При 
этом образовываются высоко упорядоченные и 
стабильные ко-кристаллы с ДНК. Внутри кри-
сталлов бактериальная ДНК конденсирована и 

защищена от различных повреждений. Кроме 
этого, Dps защищает генетический аппарат бак-
териальной клетки от ультрафиолетового и гам-
ма-излучения, температурного стресса и кислот-
но-основного воздействия [4].  

Этот механизм, видимо, обеспечивает воз-
обновление роста бактериальных клеток при 
улучшении внешних условий [5]. Плотно упако-
ванные конденсированную ДНК с Dps различ-
ной морфологии находили при исследовании 
ультратонких срезов покоящихся клеток E. coli, 
архей, эндоспор B. thuringiensis и Br. laterosporus, 
экзоспор стрептомицетов, клеток артробактера 
и псевдомонад [6]. Клетки-персисторы, содер-
жащиеся в популяциях патогенных бактерий 
и обладающие полирезистентностью к лекар-
ственным препаратам, также вероятно обладают 
кристаллическим нуклеоидом, что, возможно, и 
обеспечивает их устойчивость к антибиотикам.

Предполагают, что эффективное образо-
вание ко-кристаллов ДНК-Dps вызвано раз-
личным содержанием двухвалентных катионов 
в последовательных фазах жизнедеятельности 
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бактериальной клетки. В частности, в лог-фазе 
взаимодействие ДНК-Dps может ингибировать-
ся пониженным содержанием ионов Mg2+, а в 
стационарной фазе – наоборот, активироваться 
повышенным содержанием этих ионов [7]. Ра-
нее было также показано, что добавление ионов 
железа Fe2+ стабилизирует основную функци-
ональную олигомерную форму белка Dps [8]. 
Однако влияние двухвалентных катионов на 
структуру ко-кристаллов ДНК-Dps in vitro до сих 
пор не было изучено. Также неизвестна истин-
ная конформация ДНК в нанокристаллических 
комплексах ДНК-Dps. Мы использовали флуо-
ресцентно-меченый фрагмент ДНК для его ви-
зуализации в составе ко-кристалла, что позво-
лило подобрать условия для получения тонких 
ко-кристаллов ДНК-Dps in vitro [9]. В данной 
работе мы изучили элементный состав ко-кри-
сталлов ДНК-Dps, полученных в присутствии 
ионов железа и цинка, с использованием анали-
тической электронной микроскопии. 

Материалы и методы
Сборка меченой ДНК-матрицы. Флуорес-

центно-меченую ДНК-матрицу длиной 165 п.н., 
содержащую последовательность s603, получа-
ли при помощи полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), как описано ранее [9]. Очистку ДНК 
осуществляли с помощью набора для очистки 
ПЦР-продуктов (Sigma), следуя инструкциям 
производителя. Концентрацию ДНК определяли 
по оптической плотности при длине волны 260 
нм. Концентрация составила 0,25 мкг/мкл. В ре-
зультате была получена меченая ДНК, имеющая 
следующую последовательность:

AGCGACACCGGCACTGGGCCCGGTTCG
CGCTCCCGCCTTCCGTGTGTTGTCGTCTCT
CGGGCGTCTAAGTACGCTTAGCGCACGGTA
GAGCGCAATCCAAGGCTAACCACCGTGCAT
CGATGTTGAAAGAGGCCCTCCGTCCTTATTA
CTTCAAGTCCCTGGGGT

Экспрессию и очистку белка Dps проводили 
по протоколу, описанному ранее [8]. Для это-
го штамм E. coli BL21-Gold трансформировали 
плазмидой pET-DPS. Культуральную среду LB 
(Lysogeny broth; с добавлением 150 мг/л ампи-
циллина и 10 мМ лактозы) инокулировали еди-
ничной колонией бактерий и инкубировали 16–
18 ч в шейкере-инкубаторе при 37 °С. Клетки 
осаждали центрифугированием (5000 g, 15 мин), 
ресуспендировали в 0,1 М Трис-НCl буфере (рН 
7,5) и разрушали ультразвуковым дезинтегра-
тором. Лизат центрифугировали при 13000g 10 
мин. Супернатант очищали с помощью ионо-
обменной хроматографии на смоле ДЕАЕ-Се-
фадекс-А25. Дальнейшую очистку проводили с 

помощью гель-фильтрации на Сефадексе-G200 
и высаливания белка с последующим диализом 
против буфера, содержащего 0,2M NaCl, 20 мM 
Tris-HCl (pH 7,5).

Получение ко-кристаллов ДНК-Dps in vitro. 
Ко-кристаллы получали путем смешивания очи-
щенного белка Dps (3,4 мг/мл) с линейным флу-
оресцентно-меченым  фрагментом  ДНК  (0,25 
нг/мкл). Для флуоресцентных исследований 3 
мкл раствора Dps добавляли к 3 мкл ДНК в си-
ликоновой лунке с последующим добавлением 3 
мкл водного раствора ЭДТА (0,14 мМ) и 1 мкл 
водного раствора (10 мМ) одной из солей: FeCl3, 
K4[Fe(CN)6]    либо    ZnSO4.    Соотношение   
Dps/ДНК составило 14:1.

Для исследований с помощью ПЭМ (про-
свечивающей электронной микроскопии), 
ко-кристаллы формировали непосредственно на 
сетке для электронной микроскопии. Для это-
го каплю (1,5 мкл) очищенного Dps добавляли 
к капле (1,5 мкл) ДНК, нанесенной на покры-
тую углеродом медную сетку (SPI, США). Далее 
для образования кристаллов к смеси добавляли 
1,5 мкл ЭДТА (0,14 мМ). Для изучения влияния 
на кристаллы катионов железа и цинка к смеси 
добавляли 0,5 мкл 10 мМ одного из растворов: 
FeCl3, K4[Fe(CN)6] или ZnSO4.

Конфокальная микроскопия. Оценку эффек-
тивности взаимодействия Dps с ДНК произво-
дили флуоресцентным методом в лунках камеры, 
прикрепленной к покровному стеклу. Изобра-
жения получали с помощью инвертированного 
конфокального лазерного сканирующего ми-
кроскопа LSM710-Confocor3 (Zeiss, Германия) с 
использованием водоиммерсионного объектива 
C-Apochromat 40x/1,20. Флуоресценцию возбу-
ждали лазером с длиной волны 514,5 нм и детек-
тировали в диапазоне 524–639 нм. Латеральное 
и аксиальное разрешение составляли соответ-
ственно 0,2 и 0,6 мкм.

Электронная микроскопия. ПЭМ-исследова-
ния были выполнены на просвечивающем элек-
тронном микроскопе JEM-2100 (JEOL, Япония) 
с катодом из гексаборита лантана (LaB6) при 
ускоряющем напряжении 200 кВ. Объективная 
апертура – 40 мкм. Изображения были получе-
ны на детекторе Gatan Ultrascan 1000FTXP с раз-
мером матрицы 2K×2K при реальном увеличе-
нии 48200× (для образцов с FeCl3 и K4[Fe(CN)6]) 
и 6425× (для образцов с ZnSO4).

Спектроскопия характеристических потерь 
энергии электронов (СХПЭЭ). Для получения 
спектров использовался спектрометр Gatan GIF 
Quantum ER (Gatan, США). Входная апертура 
спектрометра – 5 мм. Ожидаемое спектральное 
разрешение, измеренное по полуширине пика 
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нулевых потерь, не хуже, чем 1,2 эВ.
Спектрометр использовался в дифракцион-

но-связанном режиме: проекционная система 
микроскопа в режиме энергетически фильтро-
ванной просвечивающей электронной микро-
скопии (ЭФПЭМ), угол сбора сигнала ограни-
чен объективной апертурой до 10 мрад. Участок 
на образце для набора спектров ограничивался 
с помощью селективной дифракционной апер-
туры (SAD), либо с помощью входной апертуры 
спектрометра в случае малых увеличений. 

Для детектирования железа выбран пик Fe 
L2,3 на смещении 708 эВ, для детектирования 
цинка – пик Zn L2,3 на смещении 1020 эВ. У 
L2,3-пиков переходных металлов в спектрах 
СХПЭЭ хорошее соотношение сигнал-шум, что 
позволяет обнаруживать даже небольшие кон-
центрации атомов этих элементов. Однако малое 
сечение рассеяния по L2,3-пикам и их характер-
ная структура («white lines») затрудняют точное 
вычисление сечений рассеяния и, как следствие, 
количественный анализ содержания выбранных 
элементов [10].

Для получения спектров в области L2,3-пика 
железа использовались следующие параметры: 
увеличение микроскопа 48200×, дисперсия 0,05 
эВ/канал при 2048 каналах, диапазон спектра 

698–800 эВ, время экспозиции одного спектра 
30 с, суммирование по 10 спектрам. 

Для набора спектров в области L2,3-пика 
цинка использовалось увеличение 6425×, дис-
персия 0,25 эВ/канал при 2048 каналах, диапа-
зон спектра 870–1382 эВ, время экспозиции 5 
с, суммирование по 10 спектрам, объективная 
апертура 60 мкм, ограничивающая угол сбора 
сигнала до не менее, чем 20 мрад.

На каждом из образцов был произведен 
предварительный локальный контроль толщи-
ны образца методом ЭФПЭМ-изображений для 
оценки необходимости введения поправок на 
многократное рассеяние. Толщина всех образ-
цов находится в пределах 0,2 длин свободного 
пробега электрона для данного ускоряющего на-
пряжения. Поэтому поправки на многократное 
рассеяние не применяли.

Во всех приведенных спектрах СХПЭЭ уда-
лена фоновая составляющая. Фоновую состав-
ляющую экстраполировали с помощью степен-
ной функции с входным окном 698–705 эВ для 
спектров железа и 870–1000 эВ для спектров 
цинка. Обработка спектров была произведена в 
программном пакете «Digital Micrograph» (Gatan, 
США).

Результаты и обсуждение
Процесс биокристаллизации нуклеоида  

при голодании прокариотических клеток к на-
стоящему времени частично изучен методом        
криоэлектронной микроскопии [11] и рентге-
ноструктурного анализа [12]. Однако до сих пор 
существуют разногласия по поводу истинной 
конформации ДНК нанокристаллических ком-
плексов ДНК-Dps в клетках. Данный вопрос яв-
ляется важным, поскольку имеет отношение к 
проблеме организации генетического материала, 
которая влияет на трансляцию и экспрессию ге-
нов и, ввиду этого, критически важна для функ-
ционирования организмов. 

Использование флуоресцентно-меченого 
фрагмента ДНК позволило нам непосредственно 
в растворе наблюдать ко-кристаллы ДНК-Dps 
(рис. 1). Так как на формирование ко-кристал-
лов влияет концентрация двухвалентных кати-
онов [7], мы добавляли к смеси хелатирующий 
агент ЭДТА в концентрации 0,14 мM и сразу 
же (не более, чем через 2–5 мин) наблюдали 
образование небольших флуоресцентных обра-
зований (таблица). Добавление двухвалентных 
катионов Zn2+ в форме ZnCl2 или Fe2+ в форме 
K4[Fe(CN)6] приводило к некоторому увеличе-
нию линейных размеров флуоресцентных обра-
зований, а при использовании трехвалентного 
Fe3+ в форме FeCl3 размеры образований оказа-

Рис. 1. Получение ко-кристаллов ДНК-Dps в при-
сутствии ЭДТА и FeCl3. (A) Ко-кристаллы ДНК-Dps, 
наблюдаемые в конфокальный микроскоп, флуорес-
центное изображение; (Б) изображение той же обла-
сти в проходящем свете; масштабный отрезок – 50 
мкм. (В) Ко-кристалл ДНК-Dps в ПЭМ с окраской 
уранилацетатом; масштабный отрезок – 50 нм. (Г) 
Преобразование Фурье от выбранного участка; (Д) 
фильтрованное проекционное изображение ко-кри-
сталла ДНК-Dps.

АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ ИОНОВ ЖЕЛЕЗА И ЦИНКА В КО-КРИСТАЛЛАХ ДНК-DPS



лись в 2 раза больше, чем в контроле без ионов 
(с EDTA). 

Использование ПЭМ с негативным окра-
шиванием образцов подтвердило, что флуорес-
центные образования, наблюдаемые в растворе, 
имеют кристаллическую структуру (рис. 1, В–Д) 
с четкими очертаниями частиц с размерами, 

соответствующими 
размерам додекамера 
Dps [1]. Это свиде-
тельствует о том, что 
ко-кристаллы содер-
жат ДНК и Dps.

Обзорные спек-
тры СХПЭЭ с об-
разцов с FeCl3 и 
K4[Fe(CN)6] показали, 
что максимумы в об-
ласти L2,3-пика же-
леза наблюдаются на 
710 эВ и 723 эВ, од-
нако интенсивность 
этих максимумов ока-
залась крайне мала. 
Еще меньшая интен-
сивность наблюдалась 
на образцах с ZnSO4 
у L2,3-пика цинка. 
Это свидетельствует 
о том, что железо и 
цинк в ко-кристаллах 
находятся в количе-
ствах, недостаточных 
для построения карт 
распределения ато-
мов этих элементов 
методом энергетиче-
ски-фильтрованных 
изображений. По-
строение карт мето-
дом СПЭМ-СХПЭЭ 
(СПЭМ – сканирую-
щая просвечивающая 
электронная микро-
скопия) также ока-
залось невозможным 
по причине сильного 
дрейфа и поврежде-
ния образцов элек-
тронным лучом высо-
кой интенсивности в 
СПЭМ во время на-
бора данных. Поэтому 
для получения инфор-
мации о простран-
ственном распределе-

нии атомов железа и цинка использовался метод 
ПЭМ-СХПЭЭ с ограничением области набора 
данных с помощью селективной апертуры.

На рис. 2, Г–Е представлены СХПЭЭ-спек-
тры образца с FeCl3, полученные как с участ-
ков, содержащих ко-кристаллы белок-ДНК, так 
и с тех, что их не содержали (рис. 2, А–В). На 

Рис. 2. Элементный анализ ко-кристаллов ДНК-Dps. (А) ПЭМ-изображение участка 
образца с FeCl3, содержащего ко-кристаллы ДНК-Dps; масштабный отрезок – 100 нм. 
(Б) Участок, ограниченный селективной апертурой, содержащий ко-кристаллы ДНК-
Dps. (В) Участок, ограниченный селективной апертурой, не содержащий ко-кристал-
лов. (Г, Д, Е) спектры СХПЭЭ в области L2,3-пика железа, соответствующие участкам 
А, Б, В. (Ж) ПЭМ-изображение участка образца c K4[Fe(CN)6], содержащего ко-кри-
сталлы ДНК-Dps, ограниченного селективной апертурой 100 мкм. (З) Спектр СХПЭЭ 
в области L2,3-пика железа с участка Ж. (И) участок образца с ZnSO4, содержащий 
ко-кристаллы ДНК-Dps. (К) Соответствующий спектр СХПЭЭ, содержащий L-2,3 пик 
цинка.
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спектрах присутствуют пики на 709 эВ и 722 эВ, 
соответствующие L3- и L2-пикам железа. Дан-
ные спектры получены в одинаковых условиях. 
Видно, что сигнал по L2,3-линии железа в обла-
стях образца, не содержащих белок-ДНК, при-
сутствует, но имеет существенно меньшую ин-
тенсивность, чем в областях с ко-кристаллами. 
В соответствии с данными о структуре L3-пи-
ка железа [13] можно сделать вывод, что атомы 
железа находятся в степени окисления 3+. Пик 
на 707 эВ, соответствующий железу в степени 
окисления 2+ в полученных спектрах отсутству-
ет. Следует также иметь в виду, что в спектрах, 
полученных со всех рассмотренных образцов, 
присутствуют интенсивные максимумы на 740 
эВ и на 782 эВ. Эти максимумы наблюдаются 
на различных участках всех изученных образцов, 
они, вероятно, соответствуют M4-линии Cs и 
М5-линии Ba. Эти элементы могут входить в ка-
честве примесей в уранилацетат, используемый 
для негативного контрастирования. 

На рис. 2, Ж–З представлены СХПЭЭ-спек-
тры образца с K4[Fe(CN)6]. Для улучшения соот-
ношения сигнал-шум была выбрана селективная 
апертура большего диаметра – 100 мкм. На этом 
образце интенсивность L2,3-пика железа отно-
сительно интенсивности M4-пика цезия(Cs) су-
щественно более низкая, чем на образце с FeCl3. 
Видно, что положение L3-пика также соответ-
ствует железу в степени окисления 3+. Сигнал 
от железа 2+ в спектре отсутствует. 

Известно, что в свободном состоянии ката-
литические центры Dps окисляют ионы железа. 
Окисленное железо проникает во внутреннюю 
полость белка Dps, образуя неорганическое 
ядро [2]. Мы полагаем, что нечто подобное мо-
жет происходить с Dps, находящимся в составе 
ко-кристалла с ДНК. В кристаллическом состо-
янии Dps, по-видимому, также может стимули-
ровать накопление железа в форме Fe2O3 (или 
Fe3O4) во внутренней полости олигомера. Таким 
образом, полученные нами данные расширяют 
представление о роли Dps в клетке.

Спектры с образцов с ZnSO4 представлены 
на рис. 2, И–К. Наблюдается пик на 1043 эВ, 
что соответствует положению L2,3-пика цин-
ка. Однако интенсивность этого пика оказалась 
мала. Это подтверждает данные о том, что Dps 
не связывает на постоянной основе двухвалент-
ные катионы (кроме железа, которое он окис-
ляет) и что этот процесс имеет динамический 
характер [7].

 Таким образом, в данной работе при ис-
пользовании флуоресцентно-меченого фраг-
мента ДНК методом конфокальной лазерной 
микроскопии показано образование в растворе, 
содержащем ионы железа, ко-кристаллов ДНК 
с белком Dps. При сравнении наших экспери-
ментальных данных с данными для очищенного 
белка Dps [2], сделано предположение, что Dps 
в составе ко-кристалла сохраняет свою ферри-
тин-подобную активность, то есть может стиму-
лировать окисление ионов Fe2+ до Fe3+ и спо-
собствовать накоплению железа в форме Fe2O3 
(или Fe3O4) во внутренней полости олигомера, 
как показано ранее. Эти данные можно в даль-
нейшем использовать при изучении трехмерной 
организации генетического материала в бактери-
альных клетках. 

Аналитическая электронная и флуоресцент-
ная микроскопии выполнены при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 19-74-30003). Экспрессия и очистка белка Dps 
проводились в рамках государственного зада-
ния Минобрнауки России (тема 0082-2014-0001, 
№АААА-А17-117040610310-6 и тема 0104-2019-
0005). Электронная микроскопия проводилась 
с использованием аналитического электронного 
микроскопа JEOL2100 (JEOL, Япония) в соста-
ве уникальной научной установки «Трёхмерная 
электронная микроскопия и спектроскопия» 
биологического факультета МГУ.

Исследование выполнено без использования 
животных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют, что у них нет 
конфликта интересов.

Таблица
Линейные размеры кристаллов, наблюдаемых в конфокальный микроскоп, зависят от ионного состава раствора

Условия образования ко-кристаллов Контроль (EDTA) Fe2+ Fe3+ Zn2+

Размер*, мкм 1,8±1,0 2,8±1,4 3,6±2,7 2,62±1,9

Доверительный интервал 0,25 0,35 0,3 0,8

*Среднее ± стандартное отклонение
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    The universal response of Escherichia coli to stress is the enhancement of the 
synthesis of specific histone-like Dps proteins that bind bacterial DNA. As a result, 
two-dimensional and three-dimensional crystalline arrays can be observed in the 
cytoplasm of starving bacteria. We selected the conditions for obtaining in vitro co-
crystals of DNA-Dps and studied their elemental composition using analytical electron 
microscopy. We found that Dps in the co-crystal retains its ferritin-like activity, that 
is, it can stimulate the oxidation of Fe2+ ions to Fe3+ and facilitate the accumulation 
of iron in the form of Fe2O3 in the inner cavity of the oligomer.

Keywords: E. coli, nucleoid, Dps, electronic analytical microscopy, biocrystallization, 
fluorescence microscopy
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