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I. ВВЕДЕНИЕ
C развитием новых методов глубокой трехмерной визуализации 
тканей, органов и всего организма особое значение приобретает 
разра ботка ярких высококонтрастных зондов. Наибольшую прозрач
ность ткани млекопитающих имеют в так называемом «ближне
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инфра красном окне прозрачности» (~650 – 900 нм) (рис. 1, а) [1, 2]. 
Поглощение света гемоглобином, водой, липидами и меланином 
минимально в ближнеинфракрасной (NIR) области спектра. Поэтому 
свет NIR диапазона по сравнению с видимым светом обладает 
боль шей проникающей способностью (рис. 1, б). Кроме того, авто
флуо ресценция биологических тканей и светорассеяние также 
существенно меньше в NIR спектральной области по сравнению с 
види мой областью. Это объясняет большой интерес к разработке 
зон дов в NIR области спектра.
 Синтезированы экзогенные химические флуоресцентные краси
тели NIR спектрального диапазона, которые доказали свою эффектив
ность в технологиях глубокой in vivo визуализации. Для получения 
контрастного изображения обычно требуется использовать большие 
кон центрации синтетических красителей изза их неспецифического 
взаимо действия с белками биологических тканей. Направленная дос
тавка красителей к определенным тканям или органам связана с их 
модификацией функциональными группами (химические группы, 
пептиды, белки) и осложняется необходимостью учитывать их фар
ма кокинетические свойства. Это ограничивает возможность при
ме нения синтетических красителей для мечения органов и тканей 
[3]. С другой стороны, экспрессия генетически кодируемых флуо
рес центных белков (FP) может быть активирована только в специ
фичном типе клеток, а их эндогенный синтез дает возможность вести 
продолжительную неинвазивную визуализацию моле кулярнобиоло
ги чес ких процессов внутри организма без повтор ного введения [4–6].

Принятые сокращения, окончание
BphP – бактериальный фитохром (bacterial phytochrome); BV – биливердин IXα 
(biliverdin IXα); CBD – хромофорсвязывающий модуль (chro mophorebinding 
domain); FMT – флуоресцентная молекулярная томо гра фия (fluorescence mole 
cular tomography); FP – флуоресцентный белок (fluo rescent protein); FRET – 
Ферсте ровский резонансный перенос энергии (Förster reso nance energy trans fer); 
HO – гемо ксигеназа (heme oxygenase); MSOT – муль ти спектральная опто акус
ти ческая томо графия (multispectral opto acoustic tomo graphy); NIR – ближне
инфра крас ный спектральный диапа зон (nearinfra red); OM – эффек торный 
модуль (out put module); PA – фото акус тический эффект (photoacus tic effect); 
PCB – фикоциа нобилин (phyco cya no bilin); PCM – фотосенсорный модуль 
(photo sensory core mo dule); PET – позитронноэмис сионная томография (positron
emission tomogra phy); PPI – белокбел ковое взаимо действия (protein–protein 
inter actions); SIM – мик ро скопия струк ту ри ро ванного освещения (struc tured illu
mi nation micro scopy); siRNA – малые интер ферирующие РНК (small interfering 
RNA); TD – метод изме ре ния кри вых зату хания флуоресценции (timedomain); 
XCT – рент геновская компью тер ная томография (Xray computed tomography).
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 На основе GFPподобных FP не удалось получить флуоресцентные 
биомар керы, которые бы поглощали и флуоресцировали в NIR диапа
зоне и были бы достаточно яркими для использования в качестве 
био маркеров. Ряд GFPподобных белков, таких как TagRFP675 [7], 
mNeptune681 и mNeptune684 [8], имеют спектры флуоресценции, 
попадающие в NIR спектральную область, благодаря большому 
Стоксову сдвигу между спектрами поглощения и флуоресценции. 
Однако спектры поглощения этих биомаркеров все еще находятся в 
даль ней красной области (максимум при ≤ 611 нм). Максимум спектра 
поглощения белка TagRFP657 [9] сдвинут в более длинноволновую 
область спектра (611 нм), однако этот биомаркер обладает относи
тельно низкой молекулярной яркостью, характерной для дальнекрас
ных GFPподобных белков. 
 Наиболее часто используемой основой для разработки NIR FP 
стали комплексы бактериальных фитохромов (BphP) с их природ
ной простетической группой биливердином IXα (BV), имею щие 
спектры поглощения в NIR области [10]. За последнее десяти ле тие 
в результате интенсивной инженерии BphP были созданы десятки 
NIR FP. Первые NIR FP имели ряд недостатков, которые ослож няли 

Рис. 1. Распространение света в биологических тканях: 
 а – зависимость коэффициента молярной экстинкции ɛ для окси (HbO2) 
и дезоксигемоглобина (Hb) (по данным из https://omlc.org/spectra/hemoglobin/
summary.html) и коэффициентов поглощения света µa для жира млекопитающих 
[123] и воды [124, 125] от длины волны падающего света; «ближнеинфракрас
ное окно прозрачности» биологических тканей млеко питающих отмечено 
полу проз рач ной красной областью; 
 б – ослабление света различной длины волны в мышечной ткани млекопи
таю щих (адаптировано из [100] с разрешения Nature Publishing Group по меж
ду на родной лицензии Creative Commons Attribution 4.0).
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их использование в качестве биомаркеров: димерная органи зация 
этих белков, довольно низкая яркость флуоресценции в клет ках 
млекопитающих, необходимость использования экзогенного кофак
тора BV. Последующая молекулярная эволюция NIR FP, направ
ленная на устранение этих недостатков, привела к созданию ярких 
моно мерных спектрально различных NIR FP. Сравнение NIR FP с 
дальнекрасными GFPподобными белками показало преимущество 
исполь зования NIR FP в качестве биомаркеров in vivo [11–13].

II. БЛИЖНЕ-ИНФРАКРАСНЫЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ 
БЕЛКИ НА ОСНОВЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ФИТОХРОМОВ

ДИМЕРНЫЕ NIR FP
Первым примером успешного получения NIR FP на основе фитохрома 
можно считать создание мутантного белка PR1 на основе цианобак
териального фитохрома Cph1 [14], спектр флуоресценции которого 
имеет максимум при 672 нм. Однако, поскольку хромофором Cph1 
является фикоцианобилин (PCB), его применение в качестве био
маркера в животных клетках ограничено необходимостью исполь
зования экзогенного PCB или обеспечения его синтеза в клетках. По 
этой причине в дальнейшем в качестве основы для создания биомар
керов стали использовать BphP, хромофором которых является BV 
[15]. BV образуется в результате катаболизма гема гемок си гена зой 
(HO), и присутствует в значительных количествах в клетках эука
риот, включая млекопитающих, рыб и насекомых. Это свойство 
делает возможным применение белков на основе BphP в качестве 
гене ти чески кодируемых биомаркеров для визуализации клеточ ных 
про цессов, аналогично GFPподобным белкам, поскольку не требует 
использования какихлибо кофакторов или коэкспрессии вспомо
гательных ферментов [16].
 Первый NIR FP получен на основе бактериального фитохрома 
Deino coccus radiodurans DrBphP в лаборатории Роджера Тсиена, 
работы которого послужили основой для стремительного развития 
нового направления в науке, связанного с разработкой генети
чески кодируемых белковых флуоресцентных маркеров, и создали 
уникаль ные методические возможности в молекулярной и клеточ ной 
биологии. Вклад Роджера Тсиена в развитие науки был оценен при
суж дением ему Нобелевской премии по химии в 2008 году. Разработка 
NIR FP была основана на эволюции хромофорсвязываю щего модуля 
(CBD) DrBphP, состоящего из PAS и GAF доменов, и достаточного 
для взаимодействия с хромофором. В результате инженерии DrCBD, 
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включающей этапы насыщающего мутагенеза DrCBD в позициях, 
опре деленных на основании данных о структуре белка, ДНК реком
би нации получившихся библиотек и нескольких циклов направлен ной 
эволюции был получен яркий и стабильный биомаркер IFP1.4, спектр 
флуоресценции которого имеет максимум при 708 нм [13]. Создание 
других NIR FP показало, что IFP1.4 обладает далеко не оптимальными 
фотофизическими характеристиками (низким уровнем молекулярной 
яркости, низкой аффинностью и специфичностью связывания BV, см. 
табл.). Tем не менее, применение IFP1.4 in vivo подтвердило преи му
щество NIR FP перед красными флуоресцентными белками (mKate) 
изза значительно меньшего поглощения возбуждающего света и света 
флуоресценции тканями животных в NIR спектральном диапазоне.
 С помощью рекомбинации последовательностей ДНК NIR FP 
IFP1.4 и IFP1.2 (см. рис. 2) и последующего отбора вариантов полу
чив шейся библиотеки был получен биомаркер IFP2.0, имею щий 
более высокую молекулярную яркость по сравнению со своими пред
шест венниками [17]. IFP2.0 был использован для мечения нейронов 
в личинках Drosophila и клеток глиобластомы в мыши. Однако изза 
низкой аффинности к BV, свойственной всем белкам серии IFP, требо
ва лось вводить этот хромофор извне или коэкспрессировать HO, что 
в результате ограничило широкое применение IFP для визуали зации 
клеток и тканей in vivo.
 На основе DrBphP были получены белки WiPhy и WiPhy2 [18, 
19], свойства которых так и не были охарактеризованы в культуре кле
ток или in vivo. Для этих белков была определена пространствен ная 
структура методом рентгеноструктурного анализа и проведен анализ 
конформации хромофора и его непосредственного аминокислотного 
окру жения, что внесло вклад в понимание фотофизических механиз
мов NIR флуоресценции маркеров, разработанных на основе BphP. 
 Практически одновременно была разработана серия спектрально 
раз личных NIR FP из бактериальных фитохромов бактерии Rhodo-
pseu domonas palustris RpBphP2 и RpBphP6. Максимумы спектров 
флуо ресценции этих NIR FP, названных iRFP (табл.), перекрывают 
диапазон от 670 до 720 нм [11, 12]. Первый белок серии – iRFP713 
(перво начально названный iRFP) [11], в отличие от IFP1.4, не требует 
исполь зования экзогенного BV, в результате чего этот маркер имеет 
высо кую яркость в животных клетках. Благодаря этому iRFP713 нашел 
широ кое применение при визуа лизации различных клеток и тканей in 
vivo и является стандартом для сравнения вновь создаваемых NIR FP 
(см. табл.). Остальные белки этой серии, iRFP670, iRFP682, iRFP702, 
iRFP720 [12], также имеют высокое сродство к BV и высокую яркость 
флуорес ценции в клетках, сопоставимую с этими характеристиками 



М.М.Карасёв и соавт.72
Та

бл
иц

а.
 Ф

от
оф

из
ич

ес
ки

е 
св

ой
ст

ва
 N

IR
 F

P

N
IR

 F
P

М
ат

ри
ца

М
ак

си
 м

ум
 

сп
ек

тр
а 

по
гл

о-
щ

ен
ия

 (н
м

)

М
ак

си
 м

ум
 

сп
ек

тр
а 

ф
лу

о р
ес

-
це

нц
ии

 
(н

м
)

К
оэ

ф
ф

и ц
ие

нт
 

м
ол

яр
 но

й 
эк

ст
ин

к ц
ии

 E
C

 
(М

−1
⋅с

м
−1

)

К
ва

н-
то

вы
й 

вы
хо

д,
 

Q
Y

 (%
)

М
ол

е к
у л

яр
-

на
я 

яр
 ко

ст
ь*  

vs
.  

iR
FP

71
3 

(%
)

Э
ф

ф
ек

 ти
в-

на
я 

яр
 ко

ст
ь†  

vs
. i

R
FP

71
3 

(%
)

С
сы

л-
ка

1
2

3
4

5
6

7
8

9

Д
им

ер
ны

е 
N

IR
 F

P

IF
P1

.4
D

rB
ph

P
68

4
70

8
92

00
0

7.
7

11
4

8
[1

3]
IF

P2
.0

D
rB

ph
P

69
0

71
1

98
00

0
8.

1
80

7.
9

[1
7]

sm
U

R
FP

A
PC

64
2

67
0

18
00

00
18

55
1

2‡
[2

0]
B

D
FP

1.
1

A
pc

F2
68

2
70

7
68

70
0

5.
9

42
6

[2
2]

iR
FP

68
2

R
pB

ph
P2

66
3

68
2

90
00

0
11

.1
16

2
10

5
[1

2]
iR

FP
71

3 
(iR

FP
)

R
pB

ph
P2

69
0

71
3

98
00

0
6.

3
10

0
10

0
[1

1]
iR

FP
72

0
R

pB
ph

P2
70

2
72

0
96

00
0

6.
0

93
11

0
[1

2]
iR

FP
67

0
R

pB
ph

P6
64

3
67

0
11

40
00

12
.2

22
5

11
9

[1
2]

iR
FP

70
2

R
pB

ph
P6

67
3

70
2

93
00

0
8.

2
12

4
61

[1
2]

PA
iR

FP
1

A
tB

ph
P2

69
3#

71
7

67
10

0
4.

8
64

25
[2

3]
PA

iR
FP

2
A

tB
ph

P2
69

3#
71

9
63

60
0

4.
7

60
25

[2
3]

О
ко

нч
ан

ие
 т

аб
л.

 с
м.

 н
а 

сл
. с

т
р.



NIR FP и их применение 73

О
ко

нч
ан

ие
 т

аб
ли

цы
 

1
2

3
4

5
6

7
8

9
М

он
ом

ер
ны

е 
N

IR
 F

P

W
iP

hy
D

rB
ph

P
70

0
72

2
11

80
00

6.
3

nd
nd

[1
8]

m
IF

P
B

rB
ph

P
68

3
70

4
82

00
0

8.
4

74
14

[2
4]

iB
lu

eb
er

ry
B

rB
ph

P
64

4
66

7
38

00
0

6.
9

42
nd

[2
5]

B
D

FP
1.

5
A

pc
F2

68
8

71
1

74
00

0
5.

0
38

2
[2

2]
G

A
F

FP
R

pB
ph

P1
63

5
67

0
49

80
0

7.
3

59
2

[2
6]

B
ph

P1
F

P
R

pB
ph

P1
64

0
66

9
60

00
0

13
12

6
nd

[2
7]

m
iR

FP
67

0
2

R
pB

ph
P6

64
3

67
0

10
30

00
13

.6
22

6
22

7
[2

8]
m

iR
FP

68
2

R
pB

ph
P2

66
3

68
2

91
00

0
11

.2
16

5
16

5
[2

8]
m

iR
FP

70
2

R
pB

ph
P6

67
3

70
2

88
00

0
8.

1
11

5
11

5
[2

8]
m

iR
FP

70
3

R
pB

ph
P1

67
4

70
3

90
90

0
8.

6
12

7
37

[2
9]

m
iR

FP
70

9
R

pB
ph

P1
68

3
70

9
78

40
0

5.
4

69
30

[2
9]

m
iR

FP
71

3
R

pB
ph

P2
69

0
71

3
99

00
0

7.
0

11
1

11
2

[2
8]

m
iR

FP
72

0 
R

pB
ph

P2
70

2
72

0
98

00
0

6.
1

97
11

6
[3

0]

 
*  Я

рк
ос

ть
 и

зм
ер

ен
на

я 
дл

я 
оч

ищ
ен

но
го

 п
ре

па
ра

т 
бе

лк
а 

in
 v

itr
o.

 
†  Я

рк
ос

ть
 п

ри
 э

кс
пр

ес
си

и 
в 

кл
ет

ка
х 

мл
ек

оп
ит

аю
щ

их
.

 
# 
Д

ан
ны

е 
дл

я 
бе

лк
а 

в 
фо

то
ак

ти
ви

ро
ва

нн
ом

 с
ос

то
ян

ии
.

 
‡  И

зм
ер

ен
о 

че
ре

з 4
8 

ча
со

в 
по

сл
е 

тр
ан

сф
ек

ци
и 

бе
з и

сп
ол

ьз
ов

ан
ия

 э
кз

ог
ен

но
го

 B
V

 [2
1]

.
 

nd
 –

 п
ок

аз
ат

ел
ь 

не
 и

зм
ер

ял
ся

.



М.М.Карасёв и соавт.74

Рис. 2. Молекулярная эволюция NIR FP, полученных из BphP. 
 Нумерация аминокислотных замен указана согласно последовательности 
исход ного белка (подчеркнуто) в каждом молекулярном филогенетическом 
дереве. Доменная структура FP показана красным цветом, а нативных BphP – 
серым. Показаны семейства IFP (пунктирная линия синего цвета), mIFP (пунктир
ная линия оранжевого цвета), iRFP (пунктирная линия пурпурного цвета), miRFP 
(пунктирная линия красного цвета).

IFP1.0
699/722

IFP1.2
684/707

IFP1.4
684/708D207H M54V

V186M
I208T
A288V

G119A/T135I
L195M/H196Q
Y307E/L311K
L314G/V318R

1-321

Wi-Phy
701/719D207H

Y263F

IFP1.4rev
685/708H207D

IFP2.0
690/711L6Q/E80D/A87T

P94Q/T168S
M186V/F198Y

H207T

E307Y/K311L
G314L

D207
L

WiPhy2
696/719

IFP PCA
684/708

fragm. IFPs
682±2/711±2

W132-

R117-
V118-
T129-
A131-
I135-
L140-
R141-
M144-

1-321

DrBphP
700/751

1-502

R220P/V244F
A276V/Y280C
E294V/A386V

PAiRFP1
693/751/717G127D/S141R/M163L

Q168L/A203VG218S
H303R/A480V/H498Y

PAiRFP2
693/748/719K69R/R83K/G120D/A123T/M163L

Q168E/S243N/G269D/V294A/H303F
H333R/I336L/D349R/M351I/G409D

L419I/T469S/A487T/E494G

At/660-II#9
693/758/717

AtBphP2
698/755

1-317

D16S/L17H/R22H/P43H
D106C/P127S/A155V
E179L/R184C/R208Q
E211V/S222T/Y257F
N260D/V268A/A282V
H292R/E300K/L301R

A305R

miRFP670
642/670

miRFP703
674/703

miRFP709
683/709

D201T
I202V
I253C

D201L
I202V

D201F

miSplit670
642/670

miSplit709
683/709

RpBphP1
678/756

1-320 mIFP
683/704P2S/P8S/T14F/A74P/V107I/V128I/I146M

F156I/Y168V/H175N/V178I/P185A/D199T
R210H/L256M/N258D/D292H/A310T/E320K

iBlueberry
644/667I251C

BrBphP

GAF-FP
635/670P127S/T133M/A155V/E174V

G178D/E179Q/R184C/F193L
D201M/I202V/R208Q/E211L
V217M/L218R/V221L/S222T
I253C/N260D/A282V/I298F

E300K/L301R/A305R/T311A

1-316
iRFP713

690/713T2A/S13L/A92T
V104I/V114I/E161K

Y193K/F198Y/D202T
I203V/Y258F/A283V

K288T/N290Y

E180V
T202A
V254C

E180S/T202F
V203I/V254N

iSplit
690/713

RpBphP2
710/751

1-310
iRFP702

673/702P2A/S41T/D120E
M164L/D196L/I197V
I213V/R227H/V244I
Y251F/A276I/F300L

V112I
K174M
I247C

RpBphP6
700/751

miRFP720
702/720

123-224/248-317

Домены BphP:

miRFP670-2
643/670

miRFP713
690/713E301K/L302R/Q305E

V306R/W309T

R123-
P126

R123-
P126

S20C

P120-/F165Y/
D232Y/W308R

miRFP682
663/682

M97-/K99-
Q122-/R123-

iRFP713
BiFC systems

690/713
miRFP702

673/702

iRFP682
663/682

E301K/L302R/Q305E/V306R/W309T

iRFP720
702/720 E301K/L302R

Q305E/V306R
W309T

iRFP670
643/670

GAF

OM

PHY

BphP
λпогл(Pr)/λпогл(Pfr)

(нм)

FP
λвозб/λфл

(нм)

1-321 Удаление
доменов белка

Ф
от

оф
из

ич
ес

ки
е

св
ой

ст
ва

D201L
I202V

Замены
аминокислот

R123-
P126

Сайты
разделения

доменов

PAFP
λпогл(Pr)/λпогл(Pfr)

/λфл.
(нм)

PAS

E301K/L302R
Q305E/V306R

W309T



NIR FP и их применение 75

для iRFP713 (табл.). Использование белков семейства iRFP дало 
возмож ность для многоцветного мечения и визуализации клеток и 
тканей в NIR спектральном диапазоне [12].
 Продолжается поиск других белковых матриц для разработки NIR 
FP. Недавно новый NIR FP был создан на основе аллофикоцианина 
(cyanobacterial allophycocyanine (APC)) из цианобактерии Trichodes-
mium erythraeum. Нативный APC использует в качестве хромофора 
PCB. С помощью нескольких раундов случайного мутагенеза и 
направ ленной селекции удалось получить белок, названый smURFP, 
способный связывать BV вместо PCB [20]. Белок smURFP спектрально 
идентичен iRFP670, но имеет примерно в два раза боль шую моле
ку лярную яркость. Однако изза низкой константы связыва ния BV 
апоформой белка его яркость при экспрессии в HeLa клетках значи
тельно уступает другим NIR FP и составляет всего около 2% от 
яркости iRFP713 в тех же условиях [21]. 

МОНОМЕРНЫЕ NIR FP
Несмотря на широкое применение белков семейств iRFP и IFP для 
мечения клеток и тканей при исследовании развития раковых опухо
лей, процессов регенерации тканей и распространения паразитарных 
инфекций в организме, склонность этих белков к образованию димеров 
ограничивает их использование при исследовании внутриклеточ
ных процессов, где необходимо мечение отдельных целевых белков. 
Известно, что димеризация биомаркера может приводить к изменению 
нор маль ной функции меченного белка, образованию агрегатов [24], 
реорга низации органелл [31], и другим артефактам [32]. Мономерная 
органи зация биомаркера особенно важна при создании репортеров, 
исполь зующих механизм ферстеровского резонансного переноса 
энер гии (FRET) [33], а также других биосенсоров. Дальнейшие 
усилия при конструировании NIR FP были направлены на создание 
спектрально различных, ярких и одновременно мономерных белков. 
 В экспериментах in vitro IFP1.4 [13] и его усовершенствованная 
версия IFP2.0 [17] были охарактеризованы как мономеры, однако 
позднее была показана их склонность к димеризации [24, 34]. 
Полученные в то же время белки серии WiPhy [18, 19] были также 
охарактеризованы как мономерные in vitro, но поведение этих FP при 
экспрессии в клетках не изучалось.
 Первые мономерные NIR FP: mIFP [24] и iBlueberry [25], удалось 
получить используя в качестве матрицы бактериальный фито хром 
BrBphP из Bradyrhizobium, CBD которого не участвует в форми ро
вании димеров полноразмерного белка. NIR FP этой серии имеют 
низкую аффинность к BV и, как следствие, уступают по яркости в 
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клет ках димерным iRFP (табл.). Использование mIFP и iBlueberry 
in vivo сопряжено с необходимостью использования экзогенного 
кофактора [21].
 На основе фитохрома RpBphP1 из Rhodopseudomonas palustris, 
используя имеющиеся данные о его структуре, были получены три 
мономерных белка miRFP670, miRFP703 и miRFP709 [29]. Моно
ме ри зации CBD фитохрома RpBphP1 удалось достичь с помощью 
мута генеза Сконцевого αспирального участка GAF домена, который 
наряду с αспиральными участками PHY и эффекторного доменов 
обра зует область взаимодействия мономеров в димере нативного 
белка. На основании результатов успешной эволюции RpBphP1, моно
ме ризующие замены были введены в Сконцевую αспираль GAF 
домена димерных iRFP, что позволило получить полную линейку 
моно мерных белков, спектрально идентичных димерным вариантам 
(рис. 2) [28, 30]. Благодаря высокой специфичности и аффинности к 
BV miRFP сохранили высокую яркость в клетках, характерную для 
димерных iRFP (табл.), что делает их перспективными для исполь
зования в многоцветной микроскопии сверхвысокого разрешения и 
визуализации молекулярнобиологических процессов в клетке.
 Семейство NIR биомаркеров, полученных из RpBphP1, также 
включает мономерный однодоменный GAFFP [26], который имеет 
наимень шую молекулярную массу (19.6 кДа) по сравнению с другими 
NIR биомаркерами на основе BphP. Спектральные харак те рис тики 
GAFFP идентичны характеристикам miRFP670. Молеку ляр ная 
эволю ция GAFFP негативно повлияла на аффинность и специ
фич ность связывания BV белком. Белок GAFFP более эффек тивно 
связывает PCB, чем BV и имеет низкую яркость при экспрессии в 
клетках HeLa без использования экзогенного BV. 
 Несколько мономерных NIR FP, названных BDFP, было получено 
из основной субъединицы ApcF2 фикобилисомы термофильной циано
бактерии Chroococcidiopsis thermalis [22]. С помощью молекулярной 
эволюции удалось изменить природную специфичность ApcF2 к PCB 
таким образом, что BDFP приобрели способность связывать BV. 
Раз ру шение области взаимодействия мономеров в димере исходного 
белка ApcF2 привело к небольшой потере в яркости мономерных BDFP 
(см. табл.). BDFP имеют спектральные характеристики близкие к 
iRFP713, отличаются малым размером (~15 кДа), превосходной фото 
и термостабильностью, высокой устойчивостью к денатурирующему 
воздействию химических агентов и низких значений pH вплоть до 
2. Авторы предполагают, что высокая стабильность BDFP поз во лит 
использовать эти белки для визуализации молекулярнобиоло ги
чес ких процессов в кислых условиях, встречающихся в некоторых 
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орга неллах (лизосомы) и тканях (желудочнокишечный тракт). 
BDFP имеют детектируемую флуоресценцию при экспрессии в 
клет ках Lactobacillus lactis, культивированных в среде с pH 3. Тем 
не менее, яркость BDFP при экспрессии в клетках млекопитающих 
не превышает яркость smURFP (табл.), белки этой серии не были 
охарак теризованы in vivo.

III. ОСОБЕННОСТИ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ИНЖЕНЕРИИ 
БЛИЖНЕ-ИНФРАКРАСНЫХ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ БЕЛКОВ
Фитохромы являются фоторецепторами, которые вовлечены в регуля
цию клеточных сигнальных путей под действием света. Фитохромы 
воспринимают свет с помощью светочувствительного фотосенсор
ного модуля (PCM), содержащего ковалентно присоединенный 
хромофор, и передают этот сигнал на эффекторный модуль (OM), 
кото рый запускает клеточный ответ. Хромофором BphP является 
линей ный тетрапиррол BV, фитохромы цианобактерий и растений 
образуют комплексы с PCB и фитохромобилином, соответственно 
[15]. Доменная архитектура PCM BphP довольно консервативна и 
пред ставлена доменами PAS (Per−ARNT−Sim), GAF (cGMP phos
pho diesterase−adenylate cyclase−FhlA), и PHY (phytochromespe
ci fic), соединенными αспиральными линкерами (рис. 3, а) [15, 
35, 36]. В BphP их природный хромофор BV ковалентно связан с 
кон сервативным цистеиновым остатком в Nконцевом участке PAS 
домена и встроен в карман GAF домена (рис. 3, б) [37–39]. Хромофоры 
фито хро мов цианобактерий и растений образуют ковалентную связь 
с кон сер вативным остатком цистеина в GAF домене [15]. PHY домен, 
как счи тается, вовлечен в передачу структурных изменений в белке, 
кото рые происходят при фотоизомеризации хромофора под действием 
света, на OM (рис. 3, а) [36, 40]. 
 При поглощении света BphP происходит фотоизомеризация 
хромофора, которая вызывает ряд изменений в структуре белка и при
водит к его активации. Для получения флуоресцирующих белков на 
основе BphP, прежде всего, требуется блокировка процесса фото кон
версии хромофора, а также других путей безызлучательной дессипа
ции энергии возбуждения хромофора. Разработка NIR FP основана 
на ингибировании процесса фотоконверсии посредством нарушения 
ключевого взаимодействия между остатком Asp207 (нумерация 
аминокислот указана согласно последовательности DrBphP) в 
консервативном PXSDIP участке в GAF домене и консервативным 
остатком Arg472 в PHY домене, которое можно осуществить путем 
удаления PHY и OM в BphP [41]. Мутагенез CBD, состоящего из 
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двух доменов, PAS и GAF, показал, что замены аминокислот Asp207, 
Ile208 и Tyr263, которые входят в микроокружение хромофора NIR 
FP, необходимы для ингибирования безызлучательной диссипации 
энергии возбуждения хромофора [18, 42]. Анализ NIR FP на основе 
DrBphP показал, что увеличение квантового выхода флуоресценции 
этих белков связано с увеличением жесткости хромофора. Было 
пока зано, что введение гидрофобного Leu вместо полярного Asp207 
в белке WiPhy приводит к уменьшению количества связанной воды 
в хромо форсвязывающем кармане белка, которое оказывает влияние 
на сеть водородных связей между пиррольными кольцами хромофора 
и амино кислотными остатками его микроокружения, тем самым 
инги би руя перенос протонов в возбужденном состоянии хромофора и 
умень шая подвижность Dкольца хромофора [19]. С помощью мето
дов моле кулярной динамики и на основе данных о пространственной 
структуре DrCBD и ряда IFP была показана возможность обмена 
молекул воды между карманом GAF домена, в котором расположен 
хро мофор, и окружающим растворителем, что влияет на сеть водо
родных связей между хромофором и аминокислотами его микро
окру жения и на конформацию хромофора [43]. Было показано, что 
оба остатка – Thr207 с массивной гидрофобной метильной группой 
и круп ный His207, могут эффективно предотвращать доступ воды 
в хромофорсвязывающий карман IFP. При этом имидазольное 

Рис. 3. Пространственная структура (а) BphP (XccBphP, PDB: 5akp [126]) и 
(б) NIR FP (miRFP703, PDB: 5vik [45]). 
 PAS домен выделен синим цветом, GAF домен – зеленым, PHY – голубым, 
OM – желтым, линкеры соединяющие домены – пурпурным. Хромофор BV, 
отме ченный красным, находится в кармане GAF домена и связан ковалентной 
связью с консервативным остатком цистеина (выделен оранжевым цветом) в 
Nкон  цевом участке PAS домена.
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кольцо His207 может подвергаться быстрым вращениям, нарушая 
планарную конфигурацию хромофора. Это объясняет почему IFP2.0 
с Thr207 имеет более высокий квантовый выход флуоресценции по 
сравнению с IFP1.4, содержащим His207 (табл.). Эти данные свиде
тельствуют о том, что введение остатка His в положение 207 не 
явля ется необходимым для получения NIR FP с высоким квантовым 
выходом. Самый большой квантовый выход среди белков IFP имеет 
IFP1.4rev (8.7%), который содержит обратную замену His207 на Asp 
[44]. При изучении спектральных свойств мутантных вариантов 
iRFP713, содержащих замены, обратные тем, которые были введены 
при разработке этого биомаркера на основе RpBphP2, было показано, 
что замены аминокислот, пространственно локализованных вдали от 
хромофора, также влияют на квантовый выход белка [42].
 Необходимо отметить, что в случае разработки фотоактивируемых 
NIR биомаркеров PHY домен необходимо оставлять в составе белка 
для сохранения его способности к фотоконверсии из неактивного 
нефлуо ресцирующего состояния в флуоресцирующее под действием 
света. Так на основании фитохрома AtBphP2 из Agrobacterium tume-
fa ciens C58 были получены димерные PAiRFP (табл., рис. 2) [23], 
фото активируемые светом с длинной волны 660 нм. 
 При разработке NIR FP стало очевидно, что белки, полученные 
в бак териях в условиях избытка BV, не всегда остаются яркими при 
экспрес сии в клетках млекопитающих (табл.). Одной из причин полу
чения неэффективных вариантов NIR FP может быть снижение их 
специфичности связывания BV. При исследовании флуоресцентных 
свойств мутантных форм DrBphP [41] было показало, что белки 
серии IFP и WiPhy, содержащие остаток His207 вместо Asp207, 
спо собны связывать не только BV, но и протопорфирин IX, также 
присут ствующий в клетках млекопитающих, в то время как NIR FP 
на основе DrBphP, содержащие Leu207, способны взаимодействовать 
с BV с высокой специфичностью [19]. 
 На примере miRFP670 было показано, что специфичность к BV 
может быть увеличена при помощи замены нескольких остатков Ser 
на Ala вблизи цистеинового остатка, по которому осуществляется 
кова лентное присоединение хромофора [45]. Полученный мутантный 
белок miRFP670/AAANCEA оказался наиболее ярким из созданных 
miRFP (яркость этого белка при экспрессии в клетках млекопитающих 
сос тавляет 238% от яркости iRFP713).
 Изучение фотофизических свойств NIR FP позволило понять 
меха низмы, отвечающие за их спектральное разнообразие. В первых 
NIR FP, полученных на основе DrBphP [13] и RpBphP2 [11], BV был 
кова лентно связан с остатком Cys15 (CysPAS, рис. 4, а) в Nконцевом 
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участке PAS домена (нумерация аминокислот указана согласно после
до вательности RpBphP2). Возможно альтернативное ковалентное 
связы вание BV с остатком Cys, введенным в консервативный участок 
SPXH в GAF домене NIR FP (CysGAF, рис. 4, б), которое приводит к 
гипсохромному сдвигу спектров поглощения и флуоресценции NIR 
FP на 30–40 нм по отношению к спектральным характеристикам 
NIR FP, содержащим консервативный Cys в PAS домене [25, 27, 
46]. На основании данных рентгеноструктурного анализа и масс
спектро метрии, полученных для BphP1FP с остатком Cys только 
в GAF домене, было показано, что гипсохромный сдвиг спектров 
погло щения и флуоресценции хромофора, ковалентно связанного с 
CysGAF обусловлен более короткой системой πсвязей по сравнению с 
BVCysPAS хромофором. На примере BphP1FP, было показано, что BV 
может связываться с CysGAF через С31 или С32 атомы углерода боковой 
цепи пиррольного кольца А, при этом оба производных хромофора 
спектрально идентичны [27]. Для объяснения высокого квантового 
выхода NIR FP, спектры флуоресценции которых имеют гипсо
хромный сдвиг, были высказаны два предположения: хромофор, кова
лентно свя зан ный с CysGAF, имеет более жесткую структуру в связи 
с огра ни чен ной подвижностью пиррольного кольца А; подвижность 
кольца А прак тически не влияет на свойства BVCysGAF изза, того, что 
оно в данном случае не включено в сопряженную систему πсвязей 
[47]. Взаимо действие хромофора с димерными NIR FP регулируется 
алло стерическим влиянием мономеров этих белков друг на друга, к 
кото рому оказывается чувствительным и ряд спектральных харак те
ристик белков. Было показано, что в димерных NIR FP, содержащих 
остатки Cys в GAF доменах и не содержащих остатки Cys в PAS 
доменах, ковалентное связывание BV с Cys в одном мономере белка 
инги бирует ковалентное связывание BV во втором мономере, поэтому 
второй мономер димера содержит нековалентно связанный BV [46]. 
Это приводит к появлению длинноволнового плеча в спектрах погло
щения и флуоресценции димерных NIR FP, содержащих остатки 
Cys только в GAF доменах. В димерных NIR FP, содержащих оба 
остатка Cys в PAS и в GAF доменах, BV ковалентно связан с CysGAF 
в обоих мономерах белка, в результате чего, эти варианты NIR FP 
имеют высокий квантовый выход флуоресценции и узкие спектры 
погло щения и флуоресценции. На примере белков серии miRFP было 
пока зало, что BV может образовывать две ковалентные связи одно
вре менно с CysPAS и CysGAF (рис. 4, в) [45]. Предполагается, что такая 
сшивка PAS и GAF доменов посредством BV может быть причиной 
высо кой структурной стабильности NIR FP , содержащих оба остатка 
Cys в PAS и в GAF доменах [48, 49].
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 Выявлено еще несколько ами
но кислотных замен, введение 
кото рых приводит к изменению 
спект раль ных свойств NIR FP. 
Замена Val186Met в NIR FP, соз
данных на основе DrBphP, при
во дит к 10нм гип со хромному 
сдвигу спектров погло щения и 
флуо ресценции [44]. Спектры 
поглощения и флуо рес цен ции 
miRFP709 и miRFP703, кото рые 
отличаются двумя амино кис лот
ными заменами (см. рис. 2) и 
содер жат Phe и Leu в позиции 
201, соответственно (нумерация 
ами но кислот указана согласно 
пос ле до вательности RpBphP1), 
сдви нуты друг отно сительно 
друга на 9 и 6 нм, соответственно. 
Рентге но струк тур ные данные, 
полу ченные для miRFP709, поз
во лили пред по ло жить, что введе
ние ароматических ами нокислот 
в микроокружение хро мо фора 
таким образом, чтобы их боко
вые радикалы могли участво вать 
в πстэкинговом взаимодей ст вии 
с BV, может вызывать бато хром
ный сдвиг спектров погло ще ния 
и флуо ресценции [45]. 
 При мечении клеточных белков и особенно при исследовании 
белокбел ковых взаимодействий (PPI) часто оказывается кри
тич ным ис поль зование истинно мономерных био мар керов. Оче
видной стратегией соз дания мономерных NIR FP явля ется поиск и 
использование BphP мономерных в нативной форме или переходящих 
в такое состояние при удалении PHY и OM. Напри мер, при разработке 
mIFP был осуществлен поиск в базе данных после довательностей с 
анализом участков белков, гомологичных области взаимодействия 
мономеров в димере DrBphP. В результате был обнаружен белок 
BrBphP, в котором на месте гидрофобного Leu рас по лагался полярный 
Thr, что очевидно, исключало возможность обра зо вания сильного 

Рис. 4. Химическая структура раз ных 
произ водных хромофора BV (пока
заны пир рольные кольца A–D) в NIR FP 
(а–в). Адаптировано из [45] с раз ре ше
ния The Royal Society of Che mistry по 
лицен зии Creative Commons Attri bu
tionNonCommercial 3.0.
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гидрофобного взаимодействия между моно ме рами на данном 
участке [24]. Получение трех мономерных NIR FP из RpBphP1 [29] 
стало возможно благодаря тому, что полно раз мер ный белок имеет 
область взаимодействия мономеров в димере, сфор мированную 
в основном PHY и OM [50]. Поскольку, как было сказано выше, 
логика получения FP из BphP подразумевает удаление этих доменов, 
оставшиеся после этого PASGAF формы ведут себя как мономеры 
[29]. Другая стратегия подразумевает мутагенез димер ных NIR FP с 
целью разрушения области взаимодействия мономеров в димере с 
сохранением фотофизических характеристик. Рацио нальная эволю
ция димерного интерфейса iRFP720 привела к полу чению моно
мерного NIR FP с наибольшим батохромным сдви гом спектра флуо
рес ценции на сегодняшний день [30]. Уменьшение молекулярной 
массы NIR FP с 35 кДа, что типично для CBD, до 19.6 кДа удалось 
достичь при создании GAFFP [26], состоящего только лишь из GAF 
домена. Авторы перенесли остаток Cys, необ ходимый для связы
вания BV, из Nконцевого участка PAS домена в GAF домен, в поло
жение характерное для остатка Cys, с кото рым кова лентно связан 
хромофор цианобактериальных и расти тель ных фито хро мов. Тем не 
менее, последующее удаление PAS домена привело к крити чес кой 
дестабилизации структуры белка с обра зо ва нием види мых агрегатов. 
Стабилизации структуры удалось достичь уда лением петли, участ
вую щей в формировании структуры узла поли пептидных цепей PAS 
и GAF домена в BphP, но которая отсутствует, как было замечено, в 
стабильных цианобактериохромах [26]. 
 Двухдоменная структура NIR FP на основе BphP существенно 
облег чает задачу разработки PPI репортеров. Однако необходимо учи
ты вать, что BphP содержат необычный структурный элемент – узел типа 
восьмерки, в формирование которого вовлечены Nконцевой участок 
PAS домена и неструктурированная петля GAF домена белка [35]. На 
примере iRFP713 и IFP1.4 было показано, что их расщепление при 
разработке PPI репортеров допустимо главным образом в Nконцевом 
неструктурированном участке PAS домена, неструктурированной 
петле между PAS и GAF доменами, прилегающей к этой петле 
αспирали GAF домена, и петлях между βтяжами в PAS домене [51, 
52]. NIR FP не допускают круговых перестановок по сайтам в петле 
GAFдомена, участвующей в образовании узла [52]. Эти данные сви
де тельствуют в пользу того, что некоторые PPI репортеры на основе 
iRFP и IFP при восстановлении из двух частей белка должны сохра
нять узел в своей структуре, присущий нативному белку. Ряд других 
фак торов противоречат этому предположению. Например, репортер 



NIR FP и их применение 83

PPI iSplit (рис. 2), полученный разделением iRFP713 на две части, 
при их объединении имеет меньшую стабильность по отношению 
к исходному NIR FP внутри клетки [53]. Было показано, что белки, 
содер жащие узлы в своей структуре могут обладать высокой стабиль
ностью внутри клетки, поскольку узлы являются стерическим 
препят ст вием для прохождения белка внутрь поры протеасомы, что 
замед ляет его деградацию [54, 55]. Кроме того, было показано, что 
IFP PCA – репортер PPI, состоящий из двух частей IFP1.4 (рис. 2), 
спосо бен к обратимой ассоциации [56]. Белки, содержащие узлы, вряд 
ли будут легко диссоциировать, поскольку узлы обычно настолько 
стабильны, что сохраняются даже в белках денатурированных с 
помощью химических денатурантов [57]. Обратимость же ассоциа
ции составных частей IFP PCA возможно обусловлена нековалентным 
связыванием BV.

IV. ПРИМЕНЕНИЕ БЛИЖНЕ-ИНФРАКРАСНЫХ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ БИОМАРКЕРОВ,  

РЕПОРТЕРОВ И БИОСЕНСОРОВ
NIR FP были использованы для решения широкого ряда фундамен
таль ных и прикладных задач в биологии и медицине. Благодаря 
NIR флуоресценции основной областью применения NIR FP стало 
мече ние клеток и тканей организма при визуализации биологических 
процессов in vivo. Одним из наиболее востребованных биомаркеров 
оста ется iRFP713 изза его высокой яркости в клетках, низкой цито
ток сичности и стабильной экспрессии в клетках млекопитающих 
[5, 6, 11, 12, 25, 29, 58–83]. На основе iRFP713 были разработаны 
высо ко производительные системы подсчета и анализа клеток в 
куль туре, которые могут использоваться для скрининга веществ с 
проти воопухолевой активностью и терапевтических препаратов 
[63, 74]. Низкая цитотоксичность iRFP713 позволила получить 
линии трансгенных мышей и крыс с высоким уровнем экспрессии 
био мар кера во всех тканях, включая ткани нервной, сердечнососу
дис той и пищеварительной систем [5, 64, 69, 75]. Помимо млеко
пи таю щих, список организмов, в которых NIR FP были успешно 
экспрессированы, включает бактерии (Escherichia coli, Lactococcus 
lac tis, несколько видов Lactobacillus) [11–13, 22, 24, 26, 29, 59], дрожжи 
(Saccha romyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris) [56], 
прос тейшие (несколько видов Leishmania) [60, 73], насекомые (Droso-
phila melanogaster) [17, 24, 64, 84], нематоды (Caenorhabditis elegans) 
[22] и рыбы (Danio rerio) [24, 25]. 
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 Спектральные свойства NIR FP позволяют использовать их 
совместно с флуоресцентными маркерами и оптогенетическими 
инструментами, работающими в видимом спектральном диапазоне 
[65, 66, 76, 85, 86]. Например, iRFP670 был использован совместно с 
mCherry и оптогенетическим инструментом OptoSTIM1, позволяю
щим осуществлять регуляцию внутриклеточного уровня кальция 
при помощи облучения синим светом [86]. Химерный белок, 
состоя щий из iRFP713 и участка плекстрингомологичного домена 
PLCδ1, использовали для изучения динамики фосфатидилинозитол 
4,5бис фосфата на мембране клетки при его дефосфорилировании 
при помощи оптогенетических инструментов на основе криптохрома 
CRY2, контролируемых синим светом [65]. С помощью iRFP713 
отсле живалось движение ядра при оптогенетической стимуляции 
сокра щения мышечных клеток с помощью ChR2 [76]. 
 Следует отметить, что поскольку подавляющее большинство 
био сенсоров и оптогенетических инструментов, используемых в 
моле кулярной нейробиологии, оперируют в видимой части спектра, 
при менение NIR FP представляется особенно перспективным в 
данной области. Однако в связи с низким уровнем BV в нейронах, 
их визуализация при помощи биомаркеров с невысоким сродством 
к BV, например, NIR FP серий IFP и mIFP и smURFP, сопряжена с 
необ хо димостью введения экзогенного BV или коэкспрессии HO [17, 
20, 24, 29]. При использовании NIR FP серий iRFP и miRFP, обла
даю щих относительно высокой аффинностью к BV, для мечения 
первич ных нейронов гиппокампа [29, 87], нейронов сетчатки [88], 
корти кальных нейронов мышей и крыс in vivo [75, 81, 87] не было 
необ ходимости вводить экзогенный BV. Необходимо учитывать, что 
BV в организме участвует в защите клеток от оксидативного стресса 
[89] и активации сигнальных путей [90–92], влияет на жизне спо
соб ность и пролиферацию клеток [93]. Фермент HO играет ключе
вую роль в катаболизме гема, и его избыточная экспрессия может 
влиять на физиологию клетки [94–96]. Таким образом, увели че ние 
концентрации BV выше физиологических значений или коэкспрес
сия HO, может приводить к артефактам и нежелательным мета бо ли
чес ким эффектам в культуре клеток и in vivo. 
 Основным преимуществом использования NIR FP для визуализа
ции процессов в тканях и органах животных является эффективное 
прохождение возбуждающего света вглубь биологических тканей 
и флуоресценции через биологические ткани, при их низкой авто
флуо ресценции в NIR области спектра. Стабильность и низкая цито
ток сичность NIR FP позволяют использовать данные биомаркеры 
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для продолжительной визуализации клеток внутри организма 
и отсле живания их миграции при патологических процессах 
внутри организма на модельных животных. Экспрессия iRFP713 
в клеткахпредшественниках кардиомиоцитов дала возможность 
наблю дать за процессом восстановления мышечной ткани сердца 
при ишемии у мыши [6]. Гематопоэтические стволовые клетки, 
мечен ные iRFP713, были успешно использованы для наблюдения 
за восстановлением популяции клеток крови у облученных мышей 
[5]. iRFP713 неоднократно использовали при изучении роста и мета
ста зирования различных опухолей в модельных животных: воспа
ли тельного рака молочной железы [58], аденокарциномы молоч ной 
железы [83], первичной меланомы [67] и рака простаты [82]. Исполь
зование iRFP720 позволило исследовать процесс метаста зи рования 
рака простаты в кости в живых мышах [97]. Белки серии iRFP были 
успешно использованы для визуализации опухолей внут рен них 
орга нов в живой мыши [11, 12, 68, 79, 98]. Использование фото
акти вируемых белков PAiRFP позволяет значительно увеличить 
контраст ность изображения, благодаря регистрации разностного сиг
нала в двух фотосостояниях PAiRFP, что было продемонстрировано 
на при мере визуализации опухолей на ранней стадии их развития у 
мыши [23].
 iRFP670 был использован при изучении эффективности нового 
метода доставки малых интерферирующих РНК (siRNA) в раковые 
клетки внутричерепной глиобластомы в мыши [99]. С этой целью 
полу чили клетки глиобластомы, стабильно экспрессирующие химер
ный белок, состоящий из iRFP670 и белкамишени siRNA. Таким 
обра зом, эффективность доставки и РНК интерференции siRNA 
коли чественно и в реальном времени определялась по уменьшению 
сиг нала флуоресценции репортера.
 Были получены линии трансгенных мышей [64] и несколько линий 
трансгенных крыс [75], в которых экспрессия iRFP713 инду ци руется 
под действием Cre рекомбиназы. Было показано, что одного аллеля 
iRFP713 достаточно для эффективной визуализации [64], что является 
необходимым для получения производных линий мышей путем 
скрещивания. Использование подобных линий мышей с инду ци
руемой экспрессией iRFP713 позволяет получать линии транс генных 
мышей для изучения развития рака легких и подже лу доч ной железы 
(рис. 5) [64]. 
 Биолюминесцентные методы визуализации изза низкого фоно
вого сигнала часто являются более чувствительными по сравнению с 
флуоресцентными методами. Химерные NIR люциферазы iRFP670–
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RLuc8 и iRFP720–RLuc8, сочетающие в себе преимущества биолю
ми несценции и NIRфлуоресценции, были использованы для 
мно гоцветной визуализации роста и метастазирования аденокар це
номы молочной железы in vivo (рис. 6) [100]. С помощью химер ной 
люци феразы luc2iRFP720 была выполнена визуализация миг ра ции 
чело веческих мезинхимальных стволовых клеток после их транс план
тации в кору головного мозга мыши [101]. Стабильность и низкая 
цито токсичность данного биомаркера вместе с высокой чувстви
тель ностью метода позволяли обнаруживать малые количества этих 
клеток (1×105) в течении 7 недель.
 Мечение с помощью NIR FP вирусных частиц и паразитических 
мик ро организмов дает возможность изучать распространение инфек
ции в модельном организме и потенциально может использоваться 
для тестирования терапевтических средств. Для изучения патологий 
раз ной этиологии в живых мышах были использованы клетки Leish-
ma nia, экспрессирующие iRFP713 [60, 73], вирусы гриппа А [77] 
и бешенства [102], в геном которых был внедрен ген iRFP713 или 
iRFP670 и iRFP720, соответственно. 
 Спектрально различные NIR FP могут быть использованы для 
одно вре менной визуализации нескольких тканей и органов. Было 
пока зано, что до пяти клеточных популяций, меченных различными 

Рис. 5. Визуализация развития опухоли в трансгенных животных с помощью 
NIR флуоресценции. 
 а – мышиная модель рака легкого; сигнал флуоресценции iRFP713 измерен 
через 20 (верхняя панель) и 50 дней (нижняя панель) после интраназального 
вве дении аденовирусов, несущих ген Cre рекомбиназы; 
 б – мышиная модель рака поджелудочной железы с iRFP713 репортером, в 
лег ком отчетливо обнаруживаются метастазы (нижняя панель); легкое и опу
холь после резекции для подтверждения источника сигнала (верхняя панель). 
Адап тировано из [64] с разрешения Nature Publishing Group по международной 
лицен зии Creative Commons Attribution 4.0.
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iRFP, может быть разрешено в NIR диапазоне при проведении проточ
ной цитометрии с использованием метода спектральной декон во
люции [103]. Одновременная визуализация in vivo до пяти подкожно 
распо ложенных опухолей, меченных различными iRFP, также 
возможна с применением специальных алгоритмов обработки сиг нала 
[12]. Использование для мечения пар NIR FP (например, iRFP670 и 
iRFP713 или miRFP670 и miRFP709), которые имеют спектры флуо
рес ценции с разницей более 35 нм между их максимумами, дает воз
мож ность получать многоцветные изображения клеток и орга нов в 
NIR диапазоне без сложных процедур обработки сигнала [12, 25, 29, 59].
 Создание мономерных NIR FP существенно расширило цветовую 
палитру маркеров, пригодных для мечения отдельных белков, допол
нив мономерные GFPподобные белки. Мономерные mIFP и белки 
серии miRFP были использованы совместно с TagGFP2 и mCherry 
для получения изображений c высоким разрешением с помощью 
много цветной микроскопии структурированного освещения (SIM) 
[24, 29]. Мономерные BDFP [22] также продемонстрировали высокую 
фото стабильность при использовании их в SIM микроскопии. 

РЕПОРТЕРЫ И БИОСЕНСОРЫ НА ОСНОВЕ NIR FP 

На базе GFPподобных белков было разработано множество био сен
соров и репортеров различных молекулярнобиологических про цес
сов. Однако применение этих конструкций в экспериментах in vivo 

Рис. 6. Визуализация метастазирования клеток аденокарциномы MTLn3, экс
прес сирующих химерные NIR люциферазы iRFP670–RLuc и iRFP720–RLuc, в 
мыши: a – in vivo визуализация сигнала биолюминесценции (верхняя панель) и 
флуоресценция извлеченных органов (нижняя панель); б – проточная цито мет
рия смеси MTLn3 клеток, использовавшихся для инъекции в молочные железы 
мыши (слева, сигнал iRFP670–RLuc8 показан красным цветом, iRFP720–RLuc8 – 
серым), и клеток тканей легкого, извлеченных через 4 недели после инъекции. 
Адаптировано из [100] с разрешения Nature Publishing Group по международной 
лицен зии Creative Commons Attribution 4.0.
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затруд нено изза того, что они флуоресцируют в видимом диапазоне 
спектра. NIR биосенсоры имеют такие же преимущества, как и NIR 
био мар керы, определяющиеся низким рассеянием и поглощением 
света в NIR диапазоне в тканях животных. Расширение цветовой 
палитры имеющихся биосенсоров и репортеров также увеличивает 
воз можности многоцветного мечения. 
 Идентификация PPI дает информацию о функции взаимодейст
вую щих белков, их локализации, участии в сигналинге, и форми
ро вании белковых комплексов. Репортеры PPI представляют собой 
две части сенсорного белка, которые в составе химерных конст
рук ций с целевыми белками способны генери ровать или изме нять 
выходной сигнал при взаимо действии целевых белков между собой 
или их колокализации в клетке. Основные подхо ды к изу чению PPI 
основаны на явлениях бимолекулярной компле мен тации флуо рес
цен ции (BiFC) и FRET. BiFC репортеры состоят из двух нефлуо рес
ци рую щих частей флуоресцентного маркера, сбли же ние которых, 
опосре дованное взаимодействием слитых с ними целевых белков, 
при во дит к восстановлению исходной структуры флуоресцентного 
мар кера и появлению флуоресценции [104–106]. В FRET биосенсорах 
исполь зуют FRET пару интактных биомаркеров [107–109].
 Двухдоменная организация NIR FP оказалась удобной для раз
ра ботки BiFC репортеров PPI. Первый NIR PPI репортер, названый 
iSplit, был получен разделением iRFP713 на отдельные PAS и GAF 
домены с применением направленного мутагенеза (см. рис. 2) [53]. 
iSplit имеет высокий контраст BiFC, восстановленная форма iSplit в 
значительной мере сохраняет фотофизические свойства исходного 
белка, включая высокое сродство к BV. Позднее было создано нес
колько iRFP713 BiFC [110] (см. рис. 2) с другим положением сайта 
рас щеп ления, которые имели меньший контраст in vivo по срав
не нию с iSplit [110]. Процесс сборки iSplit и iRFP713 BiFC, как и 
боль шинства PPI репортеров на основе GFPподобных белков [104], 
является необратимым. 
 С использованием данных о структуре DrBphP на основе IFP1.4 
были созданы репортеры PPI: IFP PCA (protein complementation assay) 
[56] и набор фрагментированных IFP (fragmented IFP) [51] (см. рис. 
2). Эксперименты в клетках млекопитающих пока зали, что компле
ментация флуоресценции IFP PCA обратима. Фрагменти ро ван ные IFP 
не были протестированы в клетках млекопитающих. Эти репортеры 
PPI унаследовали недостатки IFP1.4 – необходимость допол нитель
ного внесения хромофора и низкую яркость при экспрессии в клетках 
живот ных.
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 На основе мономерных белков miRFP670 и miRFP709, с помощью 
внесения разрыва между PAS и GAF доменами (см. рис. 2), были 
полу чены спектрально различные мономерные репортеры PPI, 
назван ные соответственно miSplit670 и miSplit709 [29]. Обе системы 
позво ляют детектировать PPI с высоким контрастом комплементации 
флуо ресценции, при этом объединение составных частей системы 
необ ратимо. Восстановленные miSplit670 и miSplit709 сохраняют 
более 40% яркости исходных белков. Преимуществом этих систем 
по сравнению с iSplit, благодаря более слабой самоассоциации, 
явля ется их более низкий фоновый сигнал. Системы miSplit670 и 
miSplit709 имеют в своем составе одинаковый PAS домен, но отли
чаются GAF доменами, в которые введены мутации, определяю щие 
спектральные свойства восстановленных белков. Поэтому одно вре
мен ное использование miSplit670 и miSplit709 делает возможным 
регистрацию взаимодействия белка, меченного PAS доменом, с двумя 
другими белками, меченными разными GAF доменами, в клетке. 
Было показано, что miSplit670 и miSplit709 могут использоваться 
для детекции РНК с высокой чувствительностью, что обусловлено 
высо ким контрастом и низкой автофлуоресценцией этих систем [29].
 На основе фотосенсорного модуля белка DrBphP был получен 
первый сенсор PPI, названный DrSplit, объединение двух частей 
кото рого, состоящих из PAS и GAFPHY доменов, соответственно, 
при водит к образованию сенсорной молекулы, способной к фото кон
вер сии между двумя фотосостояниями при облучении светом с опре
де лен ной длиной волны [111]. Поскольку в этом случае выходным сиг
налом является не флуоресценция, а ультразвуковые волны, явление 
получило название бимолекулярной фотоакустической компле
ментации (BiPC). DrSplit был протестирован в клетках и in vivo в 
составе белков слияния с парой FRB и FKBP, способных образовывать 
гетеродимеры в присутствии рапамицина. Использование этого 
BiPC репортера позволило регистрировать PPI на глубине 9.3 мм в 
клетках метастазирующей опухоли (рис. 7), а также в печени мыши 
с достижением пространственного разрешения 125 мкм и пределом 
чувствительности в 530 клеток [111].
 Для регистрации протеазной активности в клетках при апоптозе 
было создано несколько репортеров. NIR биосенсор протеазной 
актив ности, названный iProtease, был получен с помощью рацио наль
ного дизайна и круговой перестановки последовательности в mIFP. 
В полу ченную на основе mIFP конструкцию был введен целевой 
сайт расщеп ления таким образом, чтобы не допустить связывания 
хромо фора репортером в нерасщепленной форме [84]. В этой же 
работе был получен репортер iCasper, активируемый каспазами 
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3 и 7, который был использован для визуализации апоптоза при 
морфо генезе и онкогенезе в личинках Drosophila. Для регистрации 
актив ности каспаз также были созданы FRET сенсоры апоптоза, 
сос тоя щие из дальнего красного GFPподобного белка (mKate2 или 
eqFP650), соеди ненного с NIR FP iRFP713 посредством линкера с 
сай том расщепления [112]. 
 Мономерные miRFP670 и miRFP720 образуют эффективную 
FRET пару [30], которая может быть использована для создания FRET 

Рис. 7. Визуализация белокбелковых взаимодействий в растущей и метастази
рую щей опухоли в печени мыши методом RSPACT. 
 Клетки аденокарциномы, экспрессирующие DrSplit сенсор рапамицина, 
были инъецированы в печень мыши. Перед получением каждого изображения 
за ~40–44 часа производили инъекцию рапамицина в хвостовую вену мыши. 
Белые стрелки указывают на появление вторичной опухоли. Анатомическое 
изо бра жение показано в чернобелой гамме, разница в фотоакустическом 
сиг нале сенсора показана с помощью псевдоцветовой шкалы. Масштаб, 5мм. 
Адаптировано из [111] с разрешения Nature Publishing Group по международной 
лицензии Creative Commons Attribution 4.0.
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био сенсоров, поглощающих и флуоресцирующих в NIR диапазоне 
спектра. Пара miRFP670 и miRFP720 была использована в разработке 
NIR биосенсора на активность Rac1 ГТФазы. Было показано, что дан
ный NIR биосенсор может использоваться вместе с CFPYFP FRET 
био сен сорами и оптогенетическими инструментами, активируемыми 
в синезеленом диапазоне спектра [30]. Более того, авторы создали 
NIR биосенсоры активности киназ PKA и JNK, заменяя доноракцеп
тор ные пары CFPYFP на miRFP670miRFP720 в улучшенных вер сиях 
сенсоров AKAR и JNKAR [109]. 
 Используя дизайн и принцип работы FUCCI (fluorescent ubiqui
ti nationbased cell cycle indicator) сенсоров на основе GFPподобных 
белков [113], созданы NIR репортеры клеточного цикла на основании 
пар miRFP670/miRFP709 [29] и IFP2.0/smURFP [20]. Цикличная 
дегра дация белков Gem и Cdt1 и регистрация флуоресценции биомар
керов, которыми они мечены, позволяют визуализировать динамику 
кле точного цикла в реальном времени. NIR репортеры клеточного 
цикла были протестированы в клетках млекопитающих [20, 29] и in 
vivo [29].
 Химерный белок, состоящий из немодифицированного miRFP703 
и ядерного фактора IκBα, который ингибирует фактор транскрипции 
NFκB, представляет собой сенсор активации сигнального пути NFκB 
в ответ на различные стимулы, такие как присутствие бактериальных 
и вирусных продуктов, фактора некроза опухолей α и других цито ки
нов. Активация NFκB обусловлена фосфорилированием и быст рой 
дегра дацией фактора IκBα и, таким образом, может быть заре гист ри
ро вана по угасанию флуоресценции miRFP703 [29]. Исполь зование 
сенсора активации NFκB in vivo продемонстрировало умень шение 
флуоресценции биосенсора в три раза в результате острого вос па
ления печени мыши.

V. БЛИЖНЕ-ИНФРАКРАСНЫЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ 
БЕЛКИ В ПЕРЕДОВЫХ ТЕХНОЛОГИЯХ ВИЗУАЛИЗАЦИИ

Появление новых технологий и методов визуализации, как правило, 
связано с созданием молекулярных инструментов, позволяющих 
реализо вывать данные методы [114]. Появление NIR FP способствовало 
раз ви тию и расширению возможностей технологий для прижизненной 
визуализации биологических процессов, происходящих глубоко в 
тканях организма.
 Возможность трехмерной реконструкции организма дают методы 
флуоресцентной молекулярной томографии (FMT) [115]. В FMT 
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реконст рук ция пространственного изображения производится с 
помощью последовательного сканирования образца. Используя метод 
FMT было получено двухцветное трехмерное изображение близко 
распо ложенных опухоли и печени, меченных разными iRFP [12]. С 
помощью FMT оценивалась эффективность воздействия тера пев ти
ческих препаратов на опухолевые клетки, экспрессирующие iRFP720 
[116]. Метод FMT с использованием алгоритма спектральной декон
во люции позволил одновременно наблюдать за прохождением двух 
популяций молочнокислых бактерий, экспрессирующих iRFP713 или 
iRFP682, через желудочнокишечный тракт мыши [59].
 Получение гибридных изображений при использовании FMT 
сов местно с методами рентгеновской компьютерной томографии 
(XCT) и позитронноэмиссионной томографии (PET) позволяет более 
точно определить локализацию целевых клеток внутри организма. 
Гиб рид ные технологии FMTXCT и FMTPETXCT использовали для 
визуа лизации iRFP713меченных клеток глиомы мозга [61], легочной 
адено карциномы [70], и опухоли простаты [71] в живой мыши. 
 Чувствительность регистрации флуоресцентного сигнала в усло
виях высокой автофлуоресценции тканей может быть значительно 
увеличена при помощи метода измерения кривых затухания флуо
ресценции (TD). Этот подход основан на различии времен жизни 
флуоресценции биомаркера и флуоресцирующих молекул биоло ги
ческих тканей. Различие времен жизни флуоресценции разных iRFP 
делает возможным многоцветную визуализацию при исполь зо вании 
метода TD. Высокая чувствительность этого подхода позво лила 
детек ти ровать малые количества раковых клеток (5×104), экспрес
си рующих iRFP720, введенных в легкие мыши [117]. 
 Фотоакустический эффект (PA) представляет собой явление гене
ри рования ультразвуковых волн тканями при термоупругом расши
рении, вызванном поглощением ультракоротких световых импульсов. 
Основанные на PA методы визуализации позволяют достичь высокого 
пространственного разрешения и проводить измерения на большей 
глубине in vivo по сравнению с флуоресцентными методами, бла го
даря меньшему рассеянию ультразвуковых волн в тканях даже по 
срав нению со светом NIR спектрального диапазона [118]. С помощью 
PA томографии, используя iRFP713 для мечения раковых клеток, были 
получены изображения опухоли молочной железы, расположенной 
на глубине 4 мм [62], и глиобластомы в мозге мыши с разрешением 
около 0.1 мм [61, 80]. Метод проточной PA цитофлуориметрии исполь
зо вали для наблюдения за клетками, меченными iRFP713, в кро ве
нос ных сосудах живой мыши [72]. Метод PA томографии позволил 
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визуа лизировать две опухоли, экспрессирующие iRFP670 и iRFP720, 
в мыши на глубине 8 мм с субмиллиметровым разрешением [69]. 
 Мечение раковых клеток двумя зондами, iRFP720 и золотыми, 
покрытыми диоксидом кремния, наностержнями (silicacoated gold 
nano rods, GNR), позволило визуализировать их с помощью метода 
муль ти спектральной оптоакустической томографии (MSOT), осно ван
ном на PA. При этом визуализация раковых клеток непосредственно 
после их инъекции в сердце мыши была выполнена при помощи 
регистрации сигнала GNR, на более поздних сроках (вплоть до 40 
дней после инъекции) измеряли сигнал iRFP720 [4]. Метод MSOT 
позво лил в реальном времени изучать превращение клеток белой 
жиро вой ткани в бежевые (beige adipocytes) при адренергической 
сти му ляции в мыши и связанное с этим изменение липидного мета
бо лизма [119]. В качестве зонда использовался iRFP720, который 
достав лялся в жировую ткань с помощью аденовирусного вектора. Об 
изме нении типа адипоцитов судили по увеличению уровня сигнала 
iRFP720, экспрессия которого находилась под контролем промотора 
Ucp1 и коррелировала с экспрессией белка Ucp1, специфичного для 
бежевых адипоцитов.
 Использование способности к переключению между двумя фото
сос тояниями под действием света, характерной для полноразмерных 
BphP RpBphP1 [111, 120] и AGP1 [121, 122], а также биомаркеров 
на основе DrBphP [111], позволило увеличить чувствительность 
метода PA томографии. Эта модификация PA томографии, названная 
RSPACT (reversibly switchable photoacoustic computed tomography), 
основана на построении дифференциальных изображений для 
умень шения фонового сигнала тканей. Использование RSPACT с 
RpBphP1 в качестве биомаркера сделало возможным наблюдение 
за рос том и метастазированием опухоли на глубине до 10 мм со 
~100 мкм разрешением [120]. На основе DrBphP был разработан 
NIR фото хромный зонд DrBphPPCM для использования в методе 
RSPACT [111], который по сравнению с RpBphP1 имеет в два раза 
мень ший размер, быстрее принимает нативную структуру в клетке и 
обеспечивает более высокий контраст фотопереключения. Благо даря 
раз лич ным характеристикам затухания сигнала RpBphP1 и DrBphP
PCM были использованы одновременно для визуализации двух опу
холей в печени мыши с высоким контрастом на глубине 9.1 мм [111]. 
Использование RSPA микроскопии позволило получить изобра  жение 
нескольких слоев клеток глиобластомы U87 с аксиальным разре ше
нием около 0.4 мкм и латеральным разрешением около 141 нм [120].
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VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Стремительный рост разнообразия генетически кодируемых NIR 
био маркеров и развитие связанных с ними передовых методов 
визуа лизации делает возможным наблюдение физиологических и 
молекулярнобиологических процессов на относительно большой 
глубине в биологических тканях с высокой точностью и пространст
венным разрешением. NIR FP обладают большим потенциалом 
для решения задач визуализации на разных уровнях: от мечения 
внутриклеточных структур до мечения тканей и органов целого 
организма. NIR FP уже нашли применение в различных областях, 
включая фундаментальные исследования клеточных процессов, при
жиз ненные исследования развития заболеваний различной этио  логии 
на животных моделях, доклинические исследования тера  певтических 
препаратов, как на клеточных культурах, так и на живот ных моделях. 
 Несмотря на разработку спектрально различных ярких и моно
мер ных NIR биомаркеров остается вопрос, возможна ли дальнейшая 
опти мизация фотофизических свойств этих белков, существенных для 
их использования в качестве биомаркеров? Возможно ли с помощью 
методов молекулярной эволюции получить NIR биомаркеры меньшего 
размера, с большим квантовым выходом и с большим батохромным 
сдвигом спектров поглощения и флуоресценции? 
 Мы ожидаем появление целого ряда NIR биосенсоров на различ
ные ключевые молекулы в сигнальных каскадах, включая Ca2+, 
цАМФ, ГТФазы и киназы, на основе, ярких и мономерных NIR био
мар керов последнего поколения. Пополнение NIR биосенсорами 
моле кулярного инструментария, включающего биосенсоры на основе 
GFPподобных белков и оптогенетические конструкции на основе 
раз лич ных фоточувствительных молекул, работающие в видимом 
спектраль ном диапазоне, вследствие увеличения возможного коли
чества меченых биологических молекул для одновременной визуа ли
за ции, откроет новые возможности изучения сложных и зависимых 
клеточ ных процессов при одновременном управлении клеточными 
функциями.
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