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Аннотация. Был исследован стимулятор трансляции TPS (Translation-initiation Promoting 

Site), присутствующий в 5’-нетранслируемых последовательностях прокариотических мРНК с 
высоким уровнем экспрессии. TPS комплиментарен сайту 5’-GGAUCA-3’ на 3'-конце 16S 
рРНК. При сочетании TPS с Шайн-Далгарно (SD) было показано достоверное повышение 
уровня экспрессии по сравнению с одной только SD в клетках E. coli в стрессовых условиях: в 
5,5 раз при понижении температуры (25 ºС), и почти в 2 раза при повышении (44 ºС). 
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Инициация трансляции у прокариотических организмов происходит благодаря 

комплиментарному взаимодействию 5’-нетранслируемой последовательности (5’-НТП) 
мРНК (последовательности Шайн-Далгарно) и 3'-концевой последовательности 16S 
рРНК (анти-Шайн-Далгарно) [Shine, Dalgarno, 1975]. Тем не менее, подобный механизм 
инициации не является универсальным для прокариот – многие прокариотические 
мРНК лишены последовательности Шайн-Далгарно (SD), что не мешает их экспрессии 
[Ivanov et al., 1997; Wu, Janssen, 1997]. Более того, было показано, что для некоторых 
микробных геномов количество генов с SD меньше количества генов без SD [Chang et 
al., 2006] и каким образом инициируется трансляция таких «не-SD» генов 
прокариотических организмов пока неизвестно. 

Анализ последовательностей прокариотических мРНК с высоким уровнем 
экспрессии выявил наличие в их 5’-НТП последовательности 5’-UGAUCC-3’, 
располагавшейся в районе от -84 н. до -12 н. перед стартовым кодоном [Thanaraj, Pandit, 
1989]. Эта последовательность комплиментарна сайту 5’-GGAUCA-3’ на 3'-конце 16S 
рРНК, предшествующему последовательности анти-Шайн-Далгарно (рис. 1). Было 
высказано предположение, что данная последовательность, названная TPS (Translation-
initiation Promoting Site) [Thanaraj, Pandit, 1989], является сайтом связывания рибосом, 
аналогичным последовательности Шайн-Далгарно. При анализе генов S. cerevisiae с 
высоким уровнем экспрессии также была обнаружена последовательность TPS, а при 
анализе 18S рРНК у 40 видов эукариотических организмов анти-TPS была обнаружена 
у всех видов без исключения и без вариаций последовательности [Thanaraj, Pandit, 
1989]. 

Нами были получены конструкции на основе плазмиды pET23c, кодирующие ген 
ß-глюкуронидазы (GUS) под управлением Т7-промотора и Т7-терминатора 
транскрипции и отличающиеся своими 5’-НТП (табл. 1). 

Полученными конструкциями трансформировали клетки E. coli экспрессионного 
штамма BL-21(DE3), проводили индукцию экспрессии 1 мМ IPTG и инкубировали 
клетки при разных температурных режимах (25 ºС, 37 ºС, 44 ºС) в течение часа. 
Температура культивирования 37 ºС была взята за физиологический оптимум, 25 ºС – 
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холодовой стресс, 44 ºС – тепловой шок [Ron, Davis, 1971]. Из клеток выделяли 
тотальный растворимый белок и определяли его концентрацию [Bradford, 1976]. 
Активность β-глюкуронидазы определяли флюорометрически по 4-метил-
умбеллиферил-β-D-глюкурониду (MUG) [Cervera, 2002]. 

 

 
 
Рис. 1. 3’-концевой участок 16S рРНК E. coli. Голубым отмечена последовательность 

анти-TPS, пурпурным – анти-Шайн-Далгарно. 
 

Таблица 1. 
5’-НТП экспрессионных конструкций 
 

Конструкция Последовательность 
emp 
(без энхансера) 

5'tctagcatg3' 

SD 
(Шайн-Далгарно в 8 н. перед стартовым кодоном) 

5'taaggaggtctattccatg3' 

TPS 
(в 8 н. перед стартовым кодоном) 

5'tgatcctctattccatg3' 

TPSfar  
(в 16 н. перед стартовым кодоном) 

5'tgatccctcactcctctattccatg3' 

TPS-SD  
(TPS расположен перед SD без промежутков) 

5'tgatcctaaggaggtctattccatg3' 

SD-TPS  
(SD расположен перед TPS без промежутков) 

5'taaggaggtgatcctctattccatg3' 

TPS__SD  
(между сайтами расположен спейсер длиной 6 н.) 

5'tgatccacacactaaggaggtctattccatg3' 

TPSlongSD  
(между сайтами спейсер длиной 30 н.) 

5'tgatccacacacacacacacacacacacacacaca
ctaaggaggtctattccatg3' 

 
Уровень экспрессии GUS для контрольной конструкции без энхансера (emp) 

составлял 82-178 нМ/мин/мг (рис. 2). Уровень биосинтеза GUS для конструкций TPS, 
TPSfar и SD-TPS не превышал таковой для emp, а при пониженной температуре 
культивирования для TPSfar был достоверно в два раза меньше (табл. 2). Таким 
образом, сама по себе последовательность TPS не является трансляционным 
энхансером. 
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Таблица 2. 
Относительный уровень экспрессии β-глюкуронидазы при разных температурах 

культивирования клеток 
 

Конструкции 

Температура 
культивирования 25 ºС 

Температура 
культивирования 37 ºС 

Температура 
культивирования 44 ºС 

Уровень 
экспрессии 

по 
отношению 

к emp 

Уровень 
экспрессии 

по 
отношению 

к SD 

Уровень 
экспрессии 

по 
отношению 

к emp 

Уровень 
экспрессии 

по 
отношению 

к SD 

Уровень 
экспрессии 

по 
отношению 

к emp 

Уровень 
экспрессии 

по 
отношению 

к SD 
emp 1,00 0,08* 1,00 0,03* 1,00 0,01* 
SD 12,47* 1,00 38,42* 1,00 94,06* 1,00 
TPS 1,28 0,10* 0,93 0,02* 1,38 0,01* 
TPSfar 0,53* 0,04* 1,02 0,03* 1,20 0,01* 
TPS-SD 1,57 0,13* 6,67* 0,17* 4,33* 0,05* 
SD-TPS 1,24 0,10* 2,31 0,06* 2,24 0,02* 
TPS__SD 14,46* 1,16 39,69* 1,03 78,75* 0,84 
TPSlongSD 68,31* 5,48* 51,61* 1,34 177,29* 1,88* 
Примечания: * – отличие между выборками достоверно (р ≤ 0,05). Уровень значимости, 
соответствующий фактическому t-критерию, рассчитывался в Microsoft Excel как 
двухвыборочный t-тест с неравными дисперсиями и двусторонним распределением; для 
каждой из конструкций количество повторов измерений составляло 10 и более. 

 

 
 

Рис. 2. Активность β-глюкуронидазы при различных температурах 
культивирования клеток E. coli. 

 

Различные комбинации последовательностей TPS и SD относительно друг друга 
демонстрировали различные уровни энхансерной активности при разных температурах 
культивирования (рис. 2). Причем длина спейсерного участка между этими элементами 
имела определяющее значение. При отсутствии спейсерной последовательности (TPS-
SD) уровень экспрессии GUS в сравнении с последовательностью SD был достоверно в 
~6-20 раз ниже, то есть наличие сайта TPS вплотную к SD препятствовало 
стандартному связыванию SD с анти-Шайн-Далгарно на 16S рРНК. При наличии 
короткой спейсерной последовательности (TPS__SD) уровень экспрессии не отличался 
от контрольного при всех температурных режимах культивирования. При увеличении 
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длины спейсера до 30 н. (TPSlongSD) наблюдалось достоверное повышение уровня 
экспрессии по сравнению с SD в стрессовых условиях: в 5,5 раз при понижении 
температуры и почти в 2 раза при повышении. В то же время при оптимальной 
температуре культивирования разницы в уровне экспрессии отмечено не было. 

Полученные данные позволяют сделать предположение об изменении 
конформации бактериальных рибосом в условиях температурных стрессов, что может 
приводить к связыванию мРНК с 16S рРНК в иных участках, чем при стандартной 
температуре культивирования. Причем конформационные изменения могут быть 
различны в зависимости от вида стресса (повышение или понижение температуры). 
Таким образом, сайт TPS, расположенный на оптимальном расстоянии от стартового 
кодона, позволяет увеличивать уровень инициации трансляции в условиях 
температурного стресса, то есть является не усилителем трансляции в полном смысле, а 
именно стимулятором трансляции (Translation-initiation Promoting Site), как было 
предложено Thanaraj T.A. [Thanaraj, Pandit, 1989]. 
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Abstract. The novel translation stimulator TPS (Translation-initiation Promoting Site), 

presented in the 5'-untranslated sequences of prokaryotic mRNAs with a high expression level, was 
studed. TPS is complimentary to the 5'-GGAUCA-3' site at the 3'-end of 16S rRNA. When TPS was 
combined with Shine-Dalgarno (SD), a significant increase in expression level was shown in 
comparison with SD alone in E. coli cells under stress conditions – 5.5 times greater at 25 °C, and 
almost 2-fold greater at 44 °C. 
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