
Жгутики архей как наноматериалы 119	 Успехи биологической химии, т. 58, 2018, с. 119–132

	 Адрес для корреспонденции: e-mail: fedorov@vega.protres.ru                   .
	 Работа поддержана Российским фондом фундаментальных исследований 
(гранты № 12-04-92691-ИНД_а и № 14-04-01604-а).

8 2017 г.

ЖГУТИКИ АРХЕЙ КАК МАТРИЦЫ  
ДЛЯ СОЗДАНИЯ НАНОМАТЕРИАЛОВ  

С НОВЫМИ СВОЙСТВАМИ

С. Н. БЕЗНОСОВ, М. Г. ПЯТИБРАТОВ, 
О. В. ФЕДОРОВ

Институт белка РАН, Пущино, Московская область

I. Введение. II. Модификация бактериальных биополимеров. 
III. Модификация архейных флагеллинов. IV. Заключение.

I. ВВЕДЕНИЕ
В последние годы стремительно увеличивается количество публи
каций по использованию разнообразных надмолекулярных структур 
биологического происхождения (вирусы, жгутики, пили) в нанотехно
логических целях. Данное направление исследований признается 
очень перспективным и в настоящее время бурно развивается [1–7]. 
Активно обсуждается использование наноматериалов на основе 
биологических структур для медицинских целей [8]. 
	 В подобных работах биологические структуры используются в 
качестве матриц для связывания заданного лиганда. При этом исполь
зуются модифицированные надмолекулярные структуры, в которых 
составляющие их белковые молекулы содержат дополнительную пеп
тидную вставку, обладающую повышенным сродством к заданному 
лиганду. Таким образом достигается упорядоченное размещение 
заданного лиганда на биополимерной матрице, и могут быть полу
чены наноструктурированные материалы, обладающие нужными 
(проводящими, магнитными, каталитическими, сорбционными и т. д.) 
свойствами. Одними из наиболее подходящих для подобных модифи
каций структур являются жгутики прокариот, на что впервые было 
указано ещё в 1990 г. [9]. Жгутики прокариот представляют собой 
протяженные спиральные нити, выходящие на поверхность клеток 
и построенные из белковых субъединиц, называемых флагеллинами. 



С.Н.Безносов и соавт.120

Архейные жгутики (archaella) только внешне похожи на жгутики 
бактерий (flagella), но принципиально отличаются по структуре, меха
низмам сборки и эволюционному происхождению [10–12]. Основная 
роль жгутика – это осуществление подвижности клетки в жидкой 
среде, кроме того, описаны случаи функционирования жгутиков в 
качестве сенсорных органелл, чувствительных к изменениям внешней 
среды и модулирующих внутриклеточные процессы, а также участие 
жгутиков в адгезии [13–16]. 
	 Жгутики архей могут иметь ряд преимуществ перед бактериаль
ными аналогами при использовании в нанотехнологических целях. Это 
обусловлено, с одной стороны необычайно высокой устойчивостью 
этих структур к внешним воздействиям, связанной экстремальным 
характером условий обитания большинства архей, с другой стороны 
мультикомпонентностью их жгутиков, дающей возможность полу
чения полифункционального материала. После разработки метода 
направленной модификации флагеллинов архей [17, 18] и недавнего 
опубликования пространственной структуры жгутика метаногенной 
археи Methanospirillum hungatei [19] открываются широкие возмож
ности направленного выведения заданных связывающих групп на 
поверхность жгутиков архей и, следовательно, созданию нового 
класса наноматериалов с различными свойствами. 

II. МОДИФИКАЦИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ БИОПОЛИМЕРОВ 
В ранних исследованиях было показано, что у жгутиков различных 
бактерий N- и С-концевые последовательности флагелинов, отвечаю
щие за полимеризацию жгутиков достаточно консервативны (даже 
возможна сополимеризация флагеллинов разных штаммов), а 
центральные части полипептидных цепей флагеллинов, сильно раз
личаются у разных бактерий и формируют поверхности жгутиков, 
отвечая за их антигенные свойства [9, 20].
	 Утверждалось, что «возможно конструировать искусственные 
надмолекулярнные структуры, используя один флагеллиновый домен 
как универсальный полимеризационный блок и изменяя другой домен 
вставками и делециями» [9]. Таким образом, имеется возможность 
внесения изменений в центральную часть полипептидной цепи 
флагеллина, путем введения вставок неких дополнительных петель 
аминокислотных остатков, выходящих на поверхность жгутика, и 
придающих поверхности жгутика новые свойства, сохранив при этом 
консервативные N- и С-концевые последовательности, ответственные 
за полимерные свойства жгутика.



Жгутики архей как наноматериалы 121

	 Однако методы генной инженерии были еще недостаточно развиты 
для того, чтобы проводить модификацию поверхности полимерных 
структур. Такие работы по созданию бактериальных структур с задан
ными свойствами стали бурно развиваться только через 15 лет. Глав
ной идей таких работ стало выведение на поверхность составляющих 
биополимер субъединиц дополнительных пептидных петель, которые 
бы обладали свойством связывания заданного лиганда. После упо
рядоченного связывания лиганда на подобных матрицах и в ряде 
случаев дополнительных химических реакций могут быть получены 
наноразмерные волокнистые материалы с определяемыми лигандом 
свойствами (проводящими, полупроводниковыми, магнитными, 
каталитическими, сорбционными и др.).
	 Подобный подход позволил получить нанопроволоки на основе 
бактериальных жгутиков [4, 21]. Была создана система, основанная на 
структурных данных для бактериального флагеллина Escherichia coli. 
Глобула флагеллина состоит из 5 доменов: D1–5, из них D2- и D3‑до
мены являются сильно вариабельными, экспонируются на поверх
ность и могут быть подвергнуты точечным мутациям, делециям и 
вставкам пептидных петель без потери функциональности флагел
лина. Так называемый «FliTrx флагеллиновый пептидный дисплей» 
заключается в частичной замене D2- и D3-доменов флагеллина E. coli 
на белок тиреодоксин из этого же организма. Данный белок исполь
зуется как основа для направленного подбора аминокислотных после
довательностей, образующих выставленные в растворитель петли. 
Все манипуляции производятся на генном уровне на плазмидной 
конструкции, куда в соответствующие места вводились ген тиреодок
сина, а затем последовательности, кодирующие пептидные петли. 
Данной экспрессионной плазмидой трансформировали штамм 
E.coli с нокаутированным собственным геном флагеллина, после 
чего клетки производили модифицированный флагеллин. Так были 
введены различные пептидные последовательности, например: 
Arg–X–X–Arg тетрапептиды: связывающие ионы и оксиды металлов 
[22], гистидиновые петли «His–loop» (–Gly–His–His–His–His–His–
His–), и подобные им «Glu–Asp loop» (–Asp–Glu–Asp–Glu–Asp–
Glu–Gly–), и «Arg–Lys loop» (–Arg–Lys–Arg–Lys–Arg–Lys–Arg–), 
связывающие ионы металлов и в зависимости от состава придающие 
анионные или катионные свойства [23]. В других подобных работах 
различные по длине (до 19 а. о.) и структуре пептидные петли 
вставляли непосредственно в центральный домен флагеллина E. coli 
между остатками Asp242 и Tyr245. Были проверены модифицикации 
флагеллина полигистидиновыми и полицистеиновыми петлями, а 
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также т. н. авидин-тагом (AviTag), который связывает биотин (BioFliC) 
во время синтеза и позволяет связывать многие другие лиганды через 
другие фрагменты авидина и пептидной вставкой, представляющей 
сайт, специфичный для TEV-протеазы. Было подтверждено (в том 
числе с помощью расщепления модифицированного флагеллина соот
ветствующей протеазой), что эти пептидные петли экспонированы 
на поверхности жгутика и пригодны для декорирования различными 
лигандами [24, 25]. 
	 Кроме того, успешными являются попытки введения в бактериаль
ный флагеллин длинных аминокислотных последовательностей, 
связывающих крупные биологические молекулы. Так, в флагеллин 
E. coli были введены фибронектин-связывающие D – повторы (fibro
nectin-binding D repeats) из fibronectin-binding protein A (FnBPA) 
[26]. Размер пептидных вставок составлял 39, 77 и 115 аминокис
лотных остатков, во всех случаях пептиды придавали жгутикам спо
собность связывать фибронектин. Таким же образом, была введена 
последовательность коллаген-связывающего адгезина из Yersinia 
enterocolitica (collagen-binding YadA adhesin). Была осуществлена 
вставка коллаген-связывающих пептидов размером от 42 до 302 
аминокислотных остатков [26]. Однако жгутик бактерий является 
детально изученной структурой, и исследователям было хорошо 
известно о том, по каким местам нужно вставлять большие пептиды, 
чтобы они не приводили к разрушению структуры жгутика.
	 Наиболее значимые результаты, демонстрирующие возможность 
технологического применения наноматериала, созданного на основе 
биополимера, были получены сотрудниками лаборатории Анджелы 
Белчер (Массачусетский Технологический институт, США). Для 
производства функциональных нановолокон ими был использован 
генетически контролируемый нитчатый бактериофаг М13 [1]. В 
ходе работы четыре остатка глутаминовой кислоты были встав
лены в N-концевую область мажорного белка Р8 этого вируса. 
Модифицированный таким образом вирус инкубировали в водном 
растворе хлорида кобальта, а после взаимодействия с NaBH4 и 
последующего спонтанного окисления, получали нанопрово
локи из оксида кобальта (Со3О4). На основе таких нанопроволок 
были созданы опытные образцы анодов для литий-ионных акку
муляторов, которые продемонстрировали улучшенные характе
ристики [1]. Емкость подобных анодов превзошла таковую у 
серийно используемых углеродных анодов в 2–3 раза. Подобным 
же образом путем минерализации модифицированного вируса М13 
был получен материал для катода литий-ионных аккумуляторов 
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[7], каталитический материал для топливных [27] и солнечных 
[28] элементов. Аминокислотные последовательности, которые бы 
связывали заданное вещество и формировали наноматериал, либо 
по своей природе обладали таким свойством (тетраглутаминовая 
последовательность, связывающая положительно заряженные ионы 
металлов), либо устанавливались методом фагового дисплея (золото-
связывающий мотив LKAHLPPSRLPS [1], пептид CNNPMHQNC для 
связывания частиц сульфата цинка [29].
	 Хотя наиболее массовые публикации по получению наномате
риалов на основе модифицированных бактериальных полимеров 
относятся к бактериальным жгутикам и вирусам, стоит также 
упомянуть работы по использованию в данных целях других 
бактериальных полимеров. Некоторые из них можно направленно 
модифицировать, например, пилины, или менять их состав, например, 
у последовательностей ДНК или РНК. Путем полимеризации 
бактериальных пилинов в присутствии различных химических 
компонентов получены наноматериалы на основе пилей бактерии 
Pseudomonas aeruginosa [2, 30]. Для получения наноматериалов 
широко используются нуклеиновые кислоты [31, 32]. За счет изме
нения последовательности нуклеотидов можно создавать ДНК, 
обладающие заданными связывающими свойствами. Такие моле
кулы ДНК либо будут связывать определенные молекулы, либо 
самоорганизовываться в упорядоченные структуры [33, 34]. Также 
для получения наноматериалов могут быть использованы не только 
нитчатые биополимеры, но любые структуры с наноразмерной 
организацией (клеточные стенки, органеллы) [35]. Помимо белковых 
и нуклеиновых полимеров, возможно использование полимерных 
сахаров, однако в таком случае исключается возможность направленно 
придавать полимеру заданные связывающие свойства. Так, на основе 
альгината из бурых водорослей был получен материал для анода 
литий-ионного аккумулятора с высокими характеристиками [36]. 
Биологические липиды благодаря их амфифильности, химическому 
разнообразию и способности к организации в сложные структуры 
также могут являться инструментом для нанотехнологии [37].
	 Несмотря на то, что работы по получению наноматериалов выпол
нялись в основном на биополимерах бактериального происхождения, 
стоит отметить, что вирусы и жгутики бактерий при температурах, 
превышающих физиологическую, как правило, подвержены диссо
циации, плохо они переносят нефизиологические солевые условия 
и рН, что может налагать некоторые ограничения при работе с ними 
и особенно при применении в нанотехнологических целях.
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III. МОДИФИКАЦИЯ АРХЕЙНЫХ ФЛАГЕЛЛИНОВ 
Ранее [38] мы подробно описывали особенности жгутиков архей, 
которые дают им определенные преимущества перед используемыми 
в настоящее время в нанотехнологических целях жгутиками и виру
сами бактериального происхождения. Основными из них являются 
следующие: 
	 1). Жгутики многих архей обладают повышенной устойчивостью 
к диссоциирующим воздействиям [39]. 
	 2). Жгутики многих архей построены из нескольких (обычно, 
2–5) типов субъединиц. Многокомпонентный состав архейных жгути
ков предоставляет возможность специфически модифицировать 
различные флагеллины для получения полифункциональных мате
риалов. 
	 3). Жгутики археи Halobacterium способны ассоциировать друг 
с другом боковыми поверхностями, образуя т.н. «супержгутики» 
[40], кроме того жгутики некоторых архей обладают адгезивными 
свойствами к определенным типам поверхностей [14, 41], что пред
ставляется важным для нанотехнологического применения. 
	 Одной из причин, по которым жгутики архей до сих пор не 
использовались в нанотехнологических целях, являлось отсутствие 
данных по их пространственной структуре. Первые эксперименты по 
введению пептидной вставки в архейный флагеллин были выполнены 
в 2002 г. в лаборатории Джаррелла. С целью локализации в жгутике 
метаногенной археи Methanococcus voltae минорного флагеллина 
FlaA в этот флагеллин был вставлен гемагглютининовый пептид (HA 
tag, YPYDVPDYA). Локализация данного флагеллина определялась с 
помощью специфичных к HA-пептиду коммерческих антител. Место 
для вставки было выбрано в центральной вариабельной части фла
геллина между аминокислотными остатками 132 и 133. Включение 
гемагглютининового пептида в FlaA не влияло ни на подвижность кле
ток, ни на сборку жгутиков. Однако, модифицированный FlaA‑фла
геллин M. voltae детектировался в препаратах интактных жгутиков 
только иммуно-блоттингом, а иммуно-электронная микроскопия 
оказалась безуспешной [42]. По-видимому, конформационное состоя
ние вводимой в FlaA вставки препятствовало ее взаимодействию с 
антителами. Необходимо было найти более подходящие места для 
пептидной вставки, которые обеспечивали бы её доступность для 
соответствующих лигандов, не нарушая полимеризационных свойств 
флагеллина. Поэтому для определения участков полипептидной 
цепи, выходящих на поверхность жгутика и пригодных для введения 
необходимых вставок, требовался усовершенствованный подход. 
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Такой подход был найден, проверен экспериментально, и было 
показано, что он может быть использован для направленного выве
дения заданных связывающих групп на поверхность жгутиков 
галофильных архей [38]. Для создания наноматериалов с новыми 
свойствами на основе жгутиков архей была выбрана галофильная 
архея Halobacterium salinarum. Эта архея была одной из первых, для 
которой были разработаны методы генной инженерии, позволяющие 
манипулировать геномом археи. Жгутик H. salinarum состоит из пяти 
флагеллинов (А1, А2, В1, В2, В3), кодируемых генами двух оперонов, 
что дает большие возможности при модификации поверхности 
жгутика этой археи. Метод направленной модификации флагеллинов 
H. salinarum вставками аминокислотных остатков предполагает, что 
вставки не должны нарушать формирование и функции жгутика 
и при этом доступны для детекции. Далее становится возможным 
получить наноматериалы на основе жгутиков путем вставки таким 
методом петель аминокислотных остатков, обладающих свойством 
связывать определенный лиганд. Поскольку кристаллографическая 
структура жгутиков H. salinarum отсутствовала, то для определения 
участков полипептидной цепи субъединиц жгутика, выходящих на 
поверхность и пригодных для введения модифицирующих петель, 
были привлечены другие данные.
	 Известно, что жгутики H. salinarum подвергаются гликозилирова
нию, и что гликозилирование происходит вне клетки в момент, когда 
сборка надмолекулярной структуры жгутика уже произошла, т.е. на 
его поверхности [43]. Проанализировав возможные места N-глико
зилирования (NXT(S)), мы обнаружили два близко расположенных 
сайта и встроили между ними FLAG-пептид (рис. 1). 
	 Модифицированные жгутики сохранили полимерную структуру, а 
присутствие FLAG-пептида на поверхности жгутика было зарегист
рировано взаимодействием с антителами, которые коммерческим 
образом производятся к FLAG-пептиду (рис. 2).
	 Следует заметить, что место, выбранное нами для введения 
вставки, модифицирующей поверхность жгутика, консервативно у 
всех пяти флагеллинов H. salinarum, т.е. пригодно для модификации 
всех субъединиц жгутика. Это позволяет улучшить желаемые харак
теристики полимера за счет увеличения количества вставок FLAG-
пептида, а также решить фундаментальную задачу распределения 
флагеллинов в жгутике H. salinarum, вводя FLAG-пептид поочередно 
в разные субъединицы [17].
	 С целью демонстрации вновь приобретенных свойств модифици
рованные жгутики H. salinarum использовали для получения нового 
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Рис. 1. Аминокислотная последовательность А1-флагеллина H. salinarum. 
	 Сайты гликозилирования выделены серым цветом, 90 и 91 аминокислотные 
остатки, между которыми была проведена вставка FLAG-пептида, подчеркнуты. 

Рис. 2. Электронно-микроскопические изображения жгутиков H. salinarum: 
модифицированные жгутики со вставкой FLAG-пептида в А2-флагеллин. 
	 Препараты были мечены специфичными антителами и конъюгатами белка А 
с частицами коллоидного золота (10 нм). Негативное контрастирование уранил-
ацетатом. Масштабная линейка – 200 нм. 



Жгутики архей как наноматериалы 127

поколения электродных материалов, путем выведения на поверхность 
жгутика петель, связывающих наноразмерные оксиды металлов, 
используемых как анодный материал литий-ионных аккумуляторов 
(ЛИА).
	 В электрохимической литературе утверждается, что использова
ние наноразмерных материалов, имеющих свойство избирательного 
связывания, позволит стабилизировать прикрепленные наноразмер
ные частицы и предотвратить их агрегацию. Считается, что исполь
зование наноматериалов будет обеспечивать динамичное развитие 
ЛИА, включая решение проблем повышения их удельной емкости, 
надежности, стабильности при циклировании и обеспечения высоких 
скоростей заряда [44].
	 В качестве вставки для связывания анодного материала был 
выбран всё тот же FLAG-пептид. Этот пептид содержит в своем 
составе пять отрицательно заряженных остатков аспарагиновой 
кислоты, что позволяет ему связывать положительно заряженные 
ионы металлов. Были получены три типа жгутиков с модификацией 
FLAG-пептидом либо А1-, либо А2-, либо В2-флагеллинов. Далее 
модифицированные FLAG-пептидом жгутики протестировали на свя
зывание положительно заряженных ионов. Если подобные жгутики 
инкубировать в присутствии ионов металлов, то с помощью обработки 
боргидридом натрия, можно получить жгутики с прикрепленными 
на их поверхности частицами оксидов металлов. Подобным образом 
были получены жгутики H. salinarum, поверхность которых покрыта 
наночастицами оксида кобальта, обратимо связанными FLAG-пеп
тидом [45]. Таким образом, был разработан метод минерализации 
поверхности модифицированных жгутиков H. salinarum электрод
ными материалами. 
	 Тестирование полученного образца в качестве анодного материала 
показало значительное улучшение электрохимических характеристик 
по сравнению с традиционными электродными материалами. В то 
время как серийно используемый в качестве анода ЛИА углерод 
имеет рабочую емкость около 200–250 мАч/г (при теоретической в 
372 мАч/г), полученный анодный материал демонстрирует емкость 
более 450 мАч/г [45].
	 Далее были получены жгутики H. salinarum, модифицированные 
вставками FLAG-пептида в А1- и/или А2-флагеллины и минерали
зованные оксидом железа. Полученные наноструктурированные 
материалы продемонстрировали увеличение электрохимической 
емкости (более 1000 мАч/г), что более чем в 4 раза превышает емкость 
углерода, используемого при промышленном производстве ЛИА 
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[18]. Аналогично подходам, использованным в получении анодных 
материалов на основе модифицированных жгутиков, были полу
чены жгутики H. salinarum, минерализованные фосфатом железа. 
Электронно-микроскопический анализ данного материала (рис. 3) 
демонстрирует его высокую удельную поверхность и ажурность, что 
говорит о его перспективности в качестве катода ЛИА.
	 Имеются возможности увеличения числа выведенных на поверх
ность жгутика FLAG-пептидов, а значит и мест связывания электрод
ных материалов, поскольку были модифицированы не все пять 
флагеллинов, образующих жгутик. Кроме того могут быть выбраны 
другие места в последовательностях аминокислотных остатков фла
геллинов, пригодные для введения вставок. Недавнее определение 
структуры жгутика метаногенной археи Methanospirillum hungatei 
с разрешением в 3,4  Å [19] открывает возможность построения 
пространственных структур и для жгутиков других архей при помощи 
методов молекулярного моделирования. На рис. 4 показана модель 
структуры жгутика H. salinarum, которая может использоваться при 
поиске мест для дополнительных вставок в участки, экспонирован
ные на поверхности жгутика. 

Рис. 3. Изображение модифицированных FLAG-пептидом жгутиков H. salinarum, 
минерализованнных фосфатом железа, полученное с помощью сканирующего 
электронного микроскопа JEOL. Масштабная линейка – 100 нм.
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	 Кроме введения вставок FLAG-пептида во флагеллины можно 
вводить петли с другой последовательностью аминокислотных остат
ков и, соответственно, придавать модифицированному жгутику другие 
свойства. Так, например, при работе с бактериальными полимерами 
было показано, что введение последовательности (LKAHLPPSRLPS), 
связывающей коллоидное золото [1] или (DMPRTTMSPPPR), свя
зывающей углеродные нанотрубки [7] приводит к улучшению 
электрохимических характеристик электродных материалов. Работа, 
по получению жгутиков H. salinarum, модифицированных золото-
связывающим пептидом была также успешно проведена [17]. Воз
можно, что наилучшие показатели электрохимических характеристик 
потребуют поиска соотношения между количеством мест связывания 
электродного материала и количеством и местом вставок, улучшаю
щим проводимость материалов.

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, работы по созданию наноматериалов с новыми 
свойствами путем модификации поверхности природных биополи
меров получили дальнейшее развитие. Впервые в качестве биопо
лимера, подвергнутого модификации, были успешно использованы 
полимерные структуры организма другого домена живой природы – 
археи. В качестве примера поверхность жгутика археи H. salinarum. 
была модифицирована вставкой пептида, обладающего способностью 
обратимо связывать ионы металлов. Возможно введение вставок, 

Рис. 4. Модель структуры фрагмента жгутика H. salinarum, полученная для 
А2‑флагеллина с помощью молекулярного моделирования [47] с использованием 
структуры флагеллина Methanospirillum hungatei [19] в качестве шаблона.
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модифицирующих жгутик для других нанотехнологических целей. 
Если стоит задача связывания какого-либо лиганда, то для определе
ния необходимой аминокислотной последовательности вставки 
можно воспользоваться известным методом фагового дисплея [46].
	 По мере расшифровки пространственных структур архейных 
флагеллинов упростится задача определения мест, пригодных для 
введения модифицирующих вставок. Но уже сейчас можно рекомен
довать такие места в первичной структуре некоторых галофильных 
архей, по признаку гомологичности месту вставки, определенному 
для H. salinarum. 
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