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Аннотация. Нуклеаза Cas9 из Streptococcus pyogenes (SpCas9) является одним из основных инструмен-
тов редактирования генома и широко используется в составе рибонуклеопротеиновых комплексов 
CRISPR/Cas9. При получении рекомбинантной SpCas9 в Escherichia coli существенной проблемой 
является загрязнение препарата бактериальными белками, нуклеиновыми кислотами и липополиса-
харидами, которые могут снижать эффективность трансфекции и вызывать нежелательные клеточ-
ные ответы. Целью работы была разработка воспроизводимого метода получения препарата SpCas9 
с пониженным содержанием эндотоксина и создание количественного теста для оценки активности 
нуклеазы in vitro. SpCas9 (NLS-6His) экспрессировали в клетках E. coli Rosetta2[DE3] и очищали двумя 
стадиями хроматографии: металлохелатной на Ni-Sepharose и катионообменной на сорбенте Capto 
S ImpRes. В протокол была введена высокосолевая промывка колонки в присутствии Triton X-100, 
обеспечивающая диссоциацию комплексов белка с бактериальными нуклеиновыми кислотами и 
липополисахаридами. В результате содержание двуцепочечной ДНК в препарате снизилось с 5,1 до 
0,72 мкг/мг белка, а уровень эндотоксина составил 11 ЕЭ/мг, что примерно на три порядка ниже по 
сравнению с коммерческим препаратом сравнения (9400 ЕЭ/мг). Выход очищенного белка составил 
16 мг с 1 л культуры. Активность SpCas9 оценивали по расщеплению ПЦР-фрагмента ДНК-мишени в 
присутствии направляющей РНК с количественной денситометрией продуктов электрофореза. Удель-
ная активность полученного препарата была сопоставима с коммерческим контролем. Разработанный 
протокол позволяет получать функционально активный препарат SpCas9 с пониженным содержани-
ем эндотоксина и может быть использован для подготовки рибонуклеопротеиновых комплексов для 
редактирования генома клеток млекопитающих.
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Сокращения: SpCas9 — нуклеаза Cas9 из Streptococcus pyogenes; CRISPR — clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats; РНП (RNP) — рибонуклеопротеиновый комплекс; ЛПС — липополисахарид;  
ЛАЛ (LAL) — Limulus amebocyte lysate; гРНК (gRNA) — направляющая РНК; дцДНК — двуцепочечная ДНК; 
ОРС — открытая рамка считывания; NLS — сигнал ядерной локализации; MBP — мальтозо-связывающий 
белок; GFP — зеленый флуоресцентный белок; DUBs — деубиквитинирующие ферменты; SUMO — малый 
убиквитин-подобный модификатор; ИПТГ — изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид; ДСН-ПААГ — элек-
трофорез в полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия; ПЦР — полимеразная цепная 
реакция; ТВЕ — трис-боратный буфер с ЭДТА; IMAC — металлохелатная аффинная хроматография; ОП — 
оптическая плотность.
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Abstract. Cas9 nuclease from Streptococcus pyogenes (SpCas9) is a principal genome-editing tool widely used 
in CRISPR/Cas9 ribonucleoprotein complexes. During recombinant production of SpCas9 in Escherichia 
coli, contamination of the preparation with bacterial proteins, nucleic acids, and lipopolysaccharides is a 
major problem because these impurities may reduce transfection efficiency and induce undesirable cellular 
responses. The aim of this study was to develop a reproducible method for obtaining an SpCas9 preparation 
with reduced endotoxin content and to establish a quantitative assay for evaluating nuclease activity in vitro. 
SpCas9 (NLS-6His) was expressed in E. coli Rosetta2[DE3] cells and purified by two chromatographic steps: 
immobilized-metal affinity chromatography on Ni-Sepharose and cation-exchange chromatography on Capto 
S ImpRes. The protocol included a high-salt column wash in the presence of Triton X-100, which dissociated 
protein complexes with bacterial nucleic acids and lipopolysaccharides. The double-stranded DNA content 
decreased from 5.1 to 0.72 μg per mg of protein, and the endotoxin level was 11 EU per mg, approximately three 
orders of magnitude lower than in the commercial reference preparation (9400 EU per mg). The yield of purified 
protein was 16 mg per liter of culture. SpCas9 activity was evaluated by cleavage of a PCR-generated target DNA 
fragment in the presence of guide RNA followed by quantitative densitometry of electrophoretic products. The 
specific activity of the preparation was comparable to that of the commercial control. The developed protocol 
makes it possible to obtain a functionally active SpCas9 preparation with a reduced endotoxin content and can 
be used to prepare ribonucleoprotein complexes for genome editing in mammalian cells.

Keywords: SpCas9; endotoxin; Escherichia coli; immobilized-metal affinity chromatography; cation-exchange 
chromatography; ribonucleoprotein complex; in vitro activity assay
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ВВЕДЕНИЕ
Принципиальная возможность программируе-

мого разрезания ДНК комплексом Cas9 с направ-
ляющей РНК была продемонстрирована в работе 
Дженнифер Дудны и Эммануэль Шарпантье, что 
положило начало широкому внедрению CRISPR/
Cas9 в биологические исследования и биомедицин-
ские разработки. [9] В наши дни нуклеаза Cas9 из 
Streptococcus pyogenes (SpCas9) является ключевым 
компонентом системы CRISPR/Cas и одним из 
наиболее востребованных инструментов направ-
ленного редактирования генома.

Для доставки компонентов CRISPR/Cas9 в 
клетки применяют различные подходы, включая 
плазмидные конструкции, мРНК и рибонуклео-
протеиновые комплексы (РНП). По сравнению 
с использованием плазмид, кодирующих Cas9 и 
направляющие РНК, формат РНП обеспечивает 
быстрый старт редактирования, ограниченное 
по времени присутствие активной нуклеазы в 
клетке и, как следствие, более низкий риск со-
бытий нецелевого редактирования (off-target), а 
также исключает риск нежелательной интеграции 
ДНК-конструктов в геном редактируемых клеток. 
Ранее при проведении экспериментов по мульти-
плексному редактированию генов в клетках CHO, 
выполняемых при помощи плазмид, кодирующих 
направляющие РНК (гРНК) и нуклеазу SpCas9, 
мы столкнулись с интеграцией фрагментов плаз-
мидных последовательностей в геном клональных 
линий [12, 13], поэтому предположили, что для 
мультиплексного редактирования предпочтитель-
но использовать РНП. 

Широкое применение РНП при редактиро-
вании генома предполагает устойчивый доступ к 
препаратам SpCas9, получаемым, как правило, в 

Escherichia coli. Однако бактериальное происхож-
дение продукта неизбежно сопряжено с загрязне-
нием липополисахаридами (ЛАЛ-эндотоксинами, 
ЛПС), нуклеиновыми кислотами штамма-проду-
цента и сопутствующими белками. Удаление эндо-
токсинов из белковых растворов является одной из 
наиболее сложных задач при выделении и очистке 
белков из-за химической устойчивости ЛПС и их 
способности образовывать стабильные комплексы 
с белками. Обзор ключевых подходов к удалению 
эндотоксинов и факторов, влияющих на эффек-
тивность де-пирогенизации, приведен в обзорах 
[11, 14]. В контексте SpCas9 проблема усугубляется 
тем, что белок имеет высокую изоэлектрическую 
точку порядка 9,0 и, следовательно, при физиоло-
гическом pH имеет выраженный положительный 
заряд, что способствует формированию комплек-
сов как с бактериальными нуклеиновыми кисло-
тами, так и с липополисахаридами, и их отделение 
требует специальных технических решений.

Мы предположили, что удаление ЛАЛ-эндоток-
сина, а также удаление ДНК E. coli из препаратов 
SpCas9 может проводиться при помощи лизиса 
бактерий в присутствии неионного детергента 
Triton X-100 и однократной промывки колонки с 
металлохелатным сорбентом раствором, содер-
жащим высокую концентрацию хлорида натрия и 
Triton X-100 с последующим удалением остатков 
детергента промывкой колонки растворами без 
Triton X-100 и окончательной очистки белка кати-
онообменной хроматографией. Целью настоящей 
работы было разработать простой двухстадийный 
протокол очистки SpCas9, обеспечивающий сни-
жение уровня эндотоксина без введения дополни-
тельных стадий депирогенизации.
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ПОДХОДЫ К ПОЛУЧЕНИЮ  
И ОЧИСТКЕ SpCas9

Большинство методов экспрессии гена и очист-
ки SpCas9 ориентированы на легкое получение 
белка заведомо низкой чистоты и не задают вос-
производимых критериев отделения нуклеиновых 
кислот, посторонних белков и эндотоксинов. Так, 
в лабораторном протоколе Hirsh (protocols.io) [8] 
описаны общие шаги экспрессии и очистки Cas9, 
в первую очередь – методом металлохелатной 
хроматографии, но отсутствует жесткая регламен-
тация условий промывок и количественный кон-
троль примесей, включая эндотоксин. Поскольку 
SpCas9 связывает и РНК (специфически) и дцДНК 
(неспецифически), и обладает дополнительно 
введенными щелочными сигналами ядерной 
локализации, то она обладает достаточно высо-
ким положительным зарядом поверхности при 
нейтральном pH и может быть отделена от многих 
примесей катионообменной хроматографией, 
такой метод описан, в частности, в работе [15]. 
При необходимости Cas9 можно выделять из E. coli 
уже в форме готового РНП, однако в этом случае 
белок будет сильно загрязнен посторонней ДНК и 
белками, поскольку выделение полного РНП было 
бы невозможным при диссоциации комплексов 
SpCas9 с неспецифическими примесями, можно 
предположить, что такой препарат SpCas9 был бы 
непригоден для введения в культивируемые клетки 
млекопитающих [10]. Многие авторы при экспрес-
сии гена SpCas9 вводят в состав ОРС целевого бел-
ка дополнительные белковые домены, предполо-
жительно увеличивающие растворимость целевого 
белка и облегчающие его очистку. В частности, в 
работе Fleitas и соавт. SpCas9 получают как слитый 
белок MBP-SpCas9-GFP для in vitro применений, 
что изменяет физико-химические свойства про-
дукта; его использование для трансфекции клеток 
возможно только после отделения MBP (мальто-
зо-связывающего белка) при помощи протеазы 
TEV, при этом в работе предлагается использовать 
протеазу в массовом соотношении 1:1 с субстратом 
[7]. Процедура удаления примененной протеазы 
из получаемого препарата SpCas9-GFP в работе не 
описана, предположительно, высокие количества 
активной протеазы TEV могут быть токсичными 
для клеток в культуре. Аналогичные слитные белки 
MBP-Cas9 описаны в ряде патентов и патентных 
заявок, также предлагающих отделять домен MBP 
при помощи сайт-специфических протеаз и затем 
разделять продукты расщепления повторной хро-
матографией [19, 20].

Ряд современных работ стремится упростить 
получение Cas9. Duan и соавт. предложили односта-
дийную схему очистки целевого белка, сводящуюся 
к получению слитного белка с убиквитином [4, 5]. 
Этот небольшой белок потенциально увеличивает 
уровень экспрессии гетерологичных белков в  

E. coli [2], может способствовать их растворимости, 
и, возможно, отделяется от белка-партнера под дей-
ствием деубиквитинирующих ферментов (DUBs),  
т. е. не требует ферментативного отделения от Cas9 
при ее очистке. Данный метод получения Cas9 по-
зволил успешно проводить редактирование генома 
в оплодотворенных икринках рыбы Danio rerio с до-
ставкой в них РНП микроинъекцией, однако при-
менимость такого препарата для электропорации 
клеток млекопитающих представляется затрудни-
тельной из-за возможного присутствия в Cas9 по-
сторонней ДНК, примесных белков и эндотоксина 
из E. coli. Функционально схожий с убиквитином 
домен SUMO также был применен для получения 
SpCas9 в E. coli [6], в этом случае отделение домена 
проводилось in vitro при помощи высокоспецифич-
ной SUMO-протеазы, а протокол очистки целевого 
белка включал три стадии хроматографии.

Помимо дизайна структуры белка SpCas9 в не-
которых работах были изучены и другие факторы, 
влияющие на уровень экспрессии гена Cas9 в E. coli, 
в частности, было установлено, что в ряду штаммов 
BL21(DE3)-pLysS, BL21(DE3)-Star, BL21[DE3], 
Rosetta2 уровень общего биосинтеза SpCas9 падает в 
десятки раз при проведении индукции при +30 °C [1]. 

Процедура лизиса бактерий также может по-
влиять на свойства получаемой SpCas9, например, 
применение неспецифической эндонуклеазы 
бензоназы для снижения вязкости лизата позво-
ляет не подвергать целевой белок воздействию 
ультразвука (т. е. тепла и силы сдвига в жидкости), 
но может приводить к загрязнению целевого белка 
посторонней нуклеазой, способной к быстрому 
расщеплению гРНК [18]. 

Получение препаратов SpCas9 с низким содер-
жанием ЛАЛ-эндотоксина, т. е. не вызывающим 
активации системы врожденного иммунитета у 
клеток млекопитающих, также было исследовано 
в ряде работ. Очевидным, хотя и не бесспорным, 
способом получения такой SpCas9 является при-
менение штаммов c нарушением путей биосинтеза 
пирогенного липополисахарида, в частности, 
штамма ClearColi [17]. В теории такой штамм по-
зволяет полностью избавиться от ЛАЛ-эндотокси-
на, однако на практике наблюдается как значитель-
ное падение уровня биосинтеза целевого белка, так 
и невозможность контроля уровня эндотоксина 
в препаратах целевых белков, вызванная тем, что 
непирогенный липополисахарид ClearColi в стан-
дартном ЛАЛ-тесте определяется как активный 
ЛАЛ-эндотоксин. 

Выделение гомогенного по электрофорезу 
SpCas9 из E. coli обычно может быть проведено 
при помощи одной или двух стадий колоночной 
хроматографии, поэтому эффективный метод 
получения безэндотоксиновой SpCas9 не должен 
включать в себя дополнительные стадии хрома-
тографии, применяемые для специфического 
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удаления ЛАЛ-эндотоксина, таких как адсорбция 
на иммобилизованном полимиксине B. Одним из 
простых методов понижения уровня эндотоксина в 
растворах белков является фазовое разделение с де-
тергентом Triton X-114, т. е. добавление в холодный 
водный раствор белка Triton X-114 до 1–4%, нагрев 
раствора до температуры выше облачной точки, 
обычно до +37 °C и отделение нижней фазы кон-
центрированного детергента с липополисахарида-
ми центрифугированием. Такую процедуру можно 
проводить многократно, добиваясь почти полного 
удаления ЛАЛ-эндотоксинов, однако получаемый 
раствор белка содержит существенные количества 
детергента Triton X-114 и нуждается в дальнейшей 
очистке перед применением с культивируемыми 
клетками млекопитающих или in vivo. В примене-
нии к получению свободной от эндотоксинов Cas9 
данный метод был применен в работе [16], прово-
дили 9 циклов добавления Triton X-114 и сепарации 
фаз, содержание ЛАЛ-эндотоксина было уменьше-
но до 0,3–1,5 ЕЭ/мл, что примерно соответствует 
требованиям для парентеральных лекарственных 
препаратов, т. е. не вызывает активации провос-
палительного ответа даже у специализированных 
клеток иммунной системы человека. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы и материалы, использованные в на-

стоящей работе, приобретались у компаний «Хели-
кон» (Россия) и «Диа-М» (Россия), если не указано 
иное. 

Экспрессия SpCas9. Клетки E. coli штамма 
Rosetta2[DE3] («Novagen», США) трансформи-
ровали плазмидой pET15-NLS-SpCas9-6×His 
(Addgene #62934; конструкция описана в публика-
ции [21]), любезно предоставленной М. Шелепо-
вым (ИБГ РАН) по методике TSS Chung et al. [3]. 
Трансформанты выращивали на агаризованной 
среде LB с ампициллином, из отдельной колонии 
получали предкультуру в LB с ампициллином и 
1% глюкозы. Предкультурой инокулировали 1 л 
LB, содержащего ампициллин 50 мкг/мл, и выра-
щивали до оптической плотности OD₆₀₀ 0,6–0,8. 
Экспрессию индуцировали добавлением ИПТГ до 
0,5 мМ и продолжали культивирование в течение 
18 ч при 15 °C или 32 °C при перемешивании.

Получение фракции растворимых белков E. 
coli. Клетки осаждали центрифугированием при 
5 °C, после чего осадок ресуспендировали в 20 мл 
буфера A (30 мМ HEPES, pH 7,4; 10 мМ имидазол; 
1 мМ PMSF; ингибиторы протеаз 1× («Bioinlabs», 
Россия); 5 мМ β-меркаптоэтанол). В суспензию 
добавляли лизоцим до 50 мкг/мл и детергент 
Nonidet P-40 либо Triton X-100 до 0,1%, перемеши-
вали и инкубировали на льду 30 мин. Разрушение 
клеток выполняли ультразвуковым диспергатором 
Sonoplus («Bandelin», Германия) на льду импульса-
ми по 30 с до исчезновения выраженной вязкости. 

Затем вносили NaCl до 500 мМ и глицерин до 5% 
и повторяли ультразвуковую обработку до исчез-
новения вязкости. Осветление лизата выполняли 
центрифугированием при 4 °C (18000 об/мин, 20 
мин), после чего супернатант фильтровали через 
мембранный фильтр из полиэфирсульфона 0,22 
мкм и использовали для хроматографической 
очистки.

Металлохелатная хроматография на сорбенте 
Ni-Sepharose. Фильтрованный супернатант наноси-
ли со скоростью 1 мл/мин на колонку с сорбентом 
Ni-Sepharose («Cytiva», США) объемом 1 мл, пред-
варительно регенерированную и заряженную ио-
нами никеля и уравновешенную буфером B (20 мМ 
HEPES pH 7,5, 300 мМ NaCl, 10 мМ имидазол, 5 мМ 
β-меркаптоэтанол). Нанесение образца проводили 
со скоростью 1 мл/мин и сохраняли проскок для по-
вторного нанесения. После промывки буфером B до 
стабилизации базовой линии промывали колонку 10 
мл раствора B, дополнительно содержащего 20 мМ 
имидазола (конечная концентрация – 30 мМ), либо 
10 мл раствора 20 мМ HEPES pH 7,5, 1,3 М NaCl, 30 
мМ имидазол, 5 мМ β-меркаптоэтанол, 0,1% Triton 
X-100. После указанной промывки колонку вновь 
промывали буфером B до стабилизации базовой 
линии, но не менее 10 мл, затем элюировали SpCas9 
буфером C (20 мМ HEPES pH 7,5, 300 мМ NaCl, 250 
мМ имидазол, 5 мМ β-меркаптоэтанол, 5% глице-
рин). Удаляли остатки связавшихся белков и ионы 
никеля элюцией раствором 100 мМ ЭДТА-Na, 5 мМ 
β-меркаптоэтанол либо повторно наносили про-
скок и повторяли промывки и элюцию раствором C. 

Катионообменная хроматография на сорбенте 
Capto S ImpRes и получение готового препарата. 
Элюат металлохелатной хроматографии разбавля-
ли деионизованной водой в 1,3 раза до конечной 
концентрации NaCl 200 мМ, вносили глицерин 
до конечной концентрации 10% и наносили обра-
зец на 1 мл колонку с сорбентом Capto S ImpRes 
(«Cytiva», США), уравновешенную буфером D (20 
мМ HEPES pH 7,5, 200 мМ KCl, 0,5 мМ ЭДТА-Na, 
5 мМ β-меркаптоэтанол, 10% глицерин). Колонку 
промывали буфером D и элюировали белок линей-
ным градиентом от 0 до 100% буфера E за 20 мл (20 
мМ HEPES pH 7,5, 1 М KCl, 0,5 мМ ЭДТА-Na, 5 мМ 
β-меркаптоэтанол, 10% глицерин), собирая фрак-
цию основного пика элюции. Определяли концен-
трацию белка по оптической плотности раствора, 
280 нм (1 мг/мл SpCas9 соответствует 0,75 ОЕ) и 
переводили препарат в условия хранения путем 
ультрафильтрации на мембранном концентраторе 
10 кДа (полиэфирсульфон, «Servicebio», Китай), 
добавления глицерина до 50% и TCEP до 1 мМ в 
составе буфера хранения F (20 мМ HEPES pH 7,5, 
300 мМ KCl, 0,5 мМ ЭДТА-Na, 1 мМ TCEP, 50% 
глицерин) с доведением конечной концентрации 
SpCas9 до 8 мг/мл. Препарат стерильно фильтро-
вали через гидрофильный PVDF-фильтр 0,22 мкм 
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в асептических условиях, разделяли на аликвоты и 
хранили при −18 °C. 

Анализ содержания примесей. Посторонние 
белки выявляли при помощи ДСН-ПААГ 8%, 
восстанавливающие условия, окрашивание колло-
идным Кумасси. Концентрацию остаточной ДНК 
измеряли флуориметрически на флуориметре Qubit 
(«ThermoFisher Scientific», США) с помощью набо-
ра QuDye® dsDNA BR («Lumiprobe», РФ). Уровень 
эндотоксина определяли хромогенным кинетиче-
ским методом. Использовали набор Bioendo KC 
Endotoxin Test Kit (Xiamen Bioendo Technology Co., 
Ltd., Китай) по методике производителя набора с 
применением термостатированного микроплан-
шетного ридера Feyond-A300 (Hangzhou Allsheng 
Instruments Co., Ltd., Китай). Реакцию вели  
100 мин при +37 °C, измерения оптической плот-
ности 1 раз в минуту, n = 2. 

Определение активности SpCas9 in vitro по 
расщеплению ДНК-мишени. Активность SpCas9 
определяли в реакции расщепления ДНК-мишени 
в присутствии направляющей РНК с последую-
щей визуализацией продуктов электрофорезом в 
2% агарозном геле и количественной оценкой по 
денситометрии. В качестве ДНК-мишени исполь-
зовали ПЦР-продукт, амплифицированный из 
геномной ДНК клеток CHO-K1 (ВКМ Н-188, Рос-
сия) с праймерами TA-DHFR-1v7-F и TA-DHFR-
1v7-R (Таблица 1), как описано ранее [13]. Длина 
ПЦР-фрагмента — 545 п. о., что соответствует 
позициям 488230–488774 в сборке генома CHO 
NW_003614442.1, ожидаемые длины продуктов 
расщепления 363 и 182 п. о. 

Использовали наборы «ExtractDNA 
Blood&Cells» — для выделения геномной ДНК, 
«Cleanup Standard» — для очистки ПЦР-продукта и 
смесь для ПЦР ScreenMix-HS производства «Евро-
ген» (Россия). Концентрацию ДНК измеряли флу-
ориметрически (QuDye® dsDNA BR, «Lumiprobe», 
Россия). ПЦР ставили в объеме 50 мкл, в реакцию 
вносили 20–30 нг геномной ДНК. Режим ампли-
фикации включал предварительную денатурацию 
95 °C 3 мин, затем 38 циклов 95 °C 15 с / 67 °C 15 с 
 / 72 °C 40 с, завершающую элонгацию 72 °C 2 мин.  
Очищенный ампликон разводили до 0,2 мкМ  
(71 нг/мкл).

Матрицу для in vitro транскрипции гРНК D1 
получали методом ПЦР с использованием плаз-
миды pKS-D1 [12] и праймеров D1-g-F и D1_3-g-R 
(Таблица 1), режим амплификации включал пред-
варительную денатурацию 95 °C 2 мин, 5 циклов 95 
°C 15 с / 72 °C 40 с, 5 циклов 95 °C 15 с / 66 °C 10 с / 
72 °C 20 с, затем 25 циклов 95 °C 15 с / 63 °C 10 с / 
72 °C 20 с, завершающую элонгацию 72 °C 10 мин. 
Продукт ПЦР очищали набором Cleanup Standard. 
Транскрипцию гРНК D1 проводили набором 
mRNA-20 («Biolabmix», Россия) при инкубации 16 
ч. Концентрацию гРНК определяли флуориметри-

чески (флуориметр Feyond A-300; набором Ribo488 
RNA BR, «Lumiprobe», Россия) и доводили до  
40 мкМ свободной от рибонуклеаз водой («Биоин-
лабс», Россия).

Реакцию расщепления ставили параллельно для 
исследуемого препарата SpCas9 и коммерческого 
контроля Cas9 (#GE5050, «Biolabmix», Россия) в 
1× буфере Cas9, приготовленном из 5× буфера (100 
мМ HEPES, pH 7,5; 625 мМ KCl; 5 мМ EDTA; 5 мМ 
DTT; 30 мМ MgCl₂; 35% глицерин). 

Коммерческий Cas9 («Biolabmix») с исходной 
концентрацией 20 мкМ разводили до 8 мкМ (путем 
смешивания 6 мкл Cas9, 3 мкл 5× буфера и 6 мкл 
воды). Исследуемый SpCas9 имел концентрацию 
8 мг/мл, что соответствует 50 мкМ, исходя из мо-
лекулярной массы белка 163 кДа; его приводили к 
той же рабочей концентрации 8 мкМ (то есть раз-
водили в 6,25 раз, смешивая 2 мкл раствора белка,  
2,5 мкл 5× буфера и 10,5 мкл воды).

РНП комплекс Cas9–гРНК готовили в  
1× буфере, делая серию двукратных разведений, 
поддерживая постоянное количество ДНК-ми-
шени. Исходную смесь для сборки РНП гото-
вили из 5× буфера (9 мкл), гРНК 40 пмоль/мкл  
(6 мкл), рабочего раствора Cas9 8 мкМ (6 мкл) и 
безнуклеазной воды (15 мкл), после чего выпол-
няли последовательные двукратные разведения 
в 1× буфере, получая ряд концентраций Cas9 8– 
0,5 мкМ. Из каждой точки ряда отбирали по 12 мкл 
и инкубировали 15 мин при комнатной темпера-
туре для формирования РНП, затем добавляли  
3 мкл ПЦР-фрагмента мишени (0,2 пмоль/мкл; 
0,6 пмоль на реакцию) и инкубировали 30 мин при  
37 °C. Для завершения реакции вносили РНКазу 
A до 0,3 мг/мл и инкубировали 10 мин при 37 °C, 
затем добавляли протеиназу K до 0,6 мг/мл и ин-
кубировали 10 мин при 56 °C (оба фермента произ-
водства «Biolabmix», Россия). 

Продукты разделяли электрофорезом в 2% ага-
розном геле в трис-боратном буфере (ТВЕ). Ден-
ситометрический анализ проводили в программе 
TotalLab (Великобритания), выполняя вычитание 
фона методом Rolling Ball и построение калибро-
вочной кривой по полосам калибратора (100, 75, 
50, 25, 12,5 нг исходного ПЦР-фрагмента на до-
рожку). Уровень распада субстрата рассчитывали 
по формуле:

где mr — количество нерасщепленной ДНК-ми-
шени после реакции, m0 — исходное количество 
субстрата до реакции, определяемое по калибров-
ке.

mr
V 

= 1  – m0
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Таблица 1. Олигонуклеотиды для получения ДНК-матрицы и гРНК

Table 1. Oligonucleotides for obtaining the DNA template and gRNA

Название Последовательность 5′–3′

TA-DHFR-1v7-F GGGACCCTGTCACGTGTGCT

TA-DHFR-1v7-R GCCTGGTGGAGGCGGAGTCT

D1-g-F ACTCTTGTAATACGACTCACTATAGGGGTGATCGCTGCTGCTGTCA

D1_3-g-R AAAAGCACCGACTCGGTGCC

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на то, что экспрессия SpCas9 в E. coli 

описана во множестве работ, остается неизвест-
ным, как температура культивации клеток после 
начала индукции влияет на уровень биосинтеза 
SpCas9 и ее удельную активность. В настоящей 
работе в одном штамме на основе Rosetta2 и среды 
LB была проведена индукция SpCas9 при темпе-
ратуре +32 °C и при температуре +15 °C в течение 
18 ч. Фермент выделяли при помощи двух стадий 
хроматографии без дополнительных промывок 
сорбентов, как описано в разделе «Материалы и 
методы», и измерили удельную активность белка in 
vitro. Лизис клеток проводили в присутствии 0,1% 
детергента Nonidet P-40 вместо Triton X-100. Было 
обнаружено, что после первой стадии очистки 
металлохелатной хроматографией выход целевого 
белка составил 30 мг/л культуры для индукции 
при температуре +15 °C и 17 мг для индукции при 
температуре +32 °C. При последующей очистке 
SpCas9 катионообменной хроматографией было 
обнаружено, что большая часть целевого белка не 
связывается с сорбентом, выход полностью очи-
щенного белка составил только 1,7 мг/л для индук-
ции при +15 °C и 14 мг/л для индукции при +32 °C. 
При измерении относительной ферментативной 
активности SpCas9 было обнаружено, что удельная 
активность SpCas9, полученного при температуре 
культивации +15 °C, приблизительно в 2 раза вы-
ше, чем у препарата, полученного при культивации 
при температуре +32 °C. 

Метод определения активности SpCas9 in vitro 
обычно предполагает смешивание апофермента и 
гРНК в молярном соотношении 1:1, однако весьма 
вероятно, что при синтезе гРНК при помощи T7 
РНК-полимеразы часть образующихся молекул 
гРНК будет иметь дополнительные остатки G на 
5′-конце и будет гетерогенна в области 3′-конца. 
Такие молекулы могут не образовывать комплекс с 
белком с достаточной аффинностью и могут стать 
лимитирующим компонентом ферментативной 
реакции. Для использованных в настоящей рабо-
те гРНК и ДНК-матрицы было установлено, что 

степень гидролиза матрицы возрастает при повы-
шении концентрации гРНК в реакции до моляр-
ного соотношения гРНК:SpCas9 2:1, а дальнейшее 
увеличение концентрации гРНК уже не влияет 
на видимую степень гидролиза субстрата. В даль-
нейших опытах было использовано соотношение 
гРНК:SpCas9 4:1 моль/моль (рис. 1).

Поскольку большая часть целевого белка не 
связывалась с сорбентом Capto S ImpRes при ней-
тральном pH (разновидность SP сефарозы), было 
предположено, что SpCas9 находится в комплексе 
с нуклеиновыми кислотами E. coli, нейтрализу-
ющими ее положительный заряд поверхности. 
Наиболее простой метод для диссоциации таких 
комплексов – повышение ионной силы раствора, 
что, в нашем случае, может быть выполнено при 
проведении промывки металлохелатного сорбента 
с адсорбированной на нем SpCas9.

Для улучшения метода очистки SpCas9 в него 
были внесены три изменения – лизис клеток был 
проведен с применением детергента Triton X-100, 
более эффективно диспергирующего мембраны 
бактерий, чем Nonidet P-40; после адсорбции 
целевого белка на металлохелатный сорбент Ni-
Sepharose (привитые группы NTA) была проведена 
промывка раствором с концентрацией NaCl 1,3 М 
и, в целях удаления связанного с целевым белком 
и сорбентом ЛАЛ-эндотоксина, в раствор для 
промывки был добавлен детергент Triton X-100. 
Остатки детергента удаляли промывкой колонки 
уравновешивающим раствором до стабилизации 
базовой линии.

Для более полного извлечения SpCas9 из лизата 
клеток, полученных при индукции на +15 °C, фрак-
цию проскока собирали и повторно наносили на 
металлохелатную колонку после элюции целевого 
белка, а затем повторяли промывки и элюцию, 
что позволило увеличить выход целевого белка 
и практически полностью извлечь его из лизата 
клеток при помощи колонки объемом 1 мл. Для 
фракций промывки колонки и элюата измерили 
концентрацию ДНК при помощи специфического 
флуоресцентного красителя QuDye® dsDNA BR. 
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Во фракции промывки колонки высокосолевым 
раствором было обнаружено в 10 раз больше двуце-
почечной ДНК, чем во фракции элюата целевого 
белка. В элюате металлохелатной хроматографии, 
проведенной без дополнительной промывки ко-
лонки раствором с 1,3 М NaCl, содержание ДНК 
составило 5,1 мкг/мг против 0,72 мкг/мг, таким 
образом, было подтверждено, что промывка ко-
лонки высокосолевым раствором действительно 
удаляет около 90% примеси ДНК. Ионообменную 
хроматографию для SpCas9 проводили раздельно 
для двух фракций элюата металлохелатной хро-
матографии с разбавлением образцов водой в 1,3 

раза, при этом в проскоке колонки целевой белок 
практически не присутствовал. 

После второй стадии очистки был получен 
гомогенный по электрофорезу препарат целевого 
белка, который при помощи ультрафильтрации 
был переведен в раствор для хранения, содержа-
щий 50% глицерина, и стерильно фильтрован для 
использования при редактировании генома куль-
тивируемых клеток млекопитающих. Общий выход 
целевого белка составил около 50%; 16 мг из одного 
литра бактериальной суспензии (4,5 г влажной 
биомассы бактерий) (рис. 2; табл. 2).

(а)

(г)

(б)

(в)

1
2

1
2

(д)

Рис. 1. Исходный процесс очистки Cas9 и тестирование активности нуклеазы. а — ДСН-ПААГ белков: 1 — тоталь-
ный белок после индукции; 2 — растворимые белки; 3 — проскок Ni-Sepharose; 4 — фракция промывки 30 мМ 
имидазолом; 5 — элюат Ni-Sepharose (250 мМ имидазол); 6 — элюат Ni-Sepharose (100 мМ ЭДТА-Na); 7 — проскок 
Capto S ImpRes; 8 — основной пик градиентной элюции Capto S ImpRes; М — маркер молекулярных масс. Темпе-
ратуры индукции указаны над дорожками; условия восстанавливающие; массы маркера — в кДа; SpCas9 отмече-
на стрелкой. б — электрофореграмма продуктов гидролиза ДНК при разных соотношениях гРНК и SpCas9 (2% 
агароза, бромистый этидий, негатив; контраст повышен для визуализации слабых полос); стрелками обозначены 
субстрат 545 п. о. и продукты 360 и 180 п. о. в — продукты гидролиза ДНК препаратами SpCas9, полученными при 
разных температурах индукции; здесь и далее гРНК:SpCas9 = 4:1 пмоль:пмоль. г, д — зависимость гидролиза ДНК 
от концентрации SpCas9 по денситометрии: исчезновение полосы субстрата (г) и образование продукта 360 п. о. (д), 
кривая 1 – индукция при +32oC, кривая 2 – индукция при +15 oC.
Fig. 1. Initial Cas9 purification process and nuclease activity testing. а — SDS-PAGE: 1, total protein after induction; 2, 
soluble proteins; 3, Ni-Sepharose flow-through; 4, fraction washed with 30 mM imidazole; 5, Ni-Sepharose eluate (250 mM 
imidazole); 6, Ni-Sepharose eluate (100 mM EDTA-Na); 7, Capto S ImpRes flow-through; 8, main peak of Capto S ImpRes 
gradient elution; M, molecular-mass marker. Induction temperatures are shown above the lanes; reducing conditions were 
used; marker masses are given in kDa; SpCas9 is indicated by an arrow. б — electropherogram of DNA hydrolysis products at 
different gRNA:SpCas9 ratios (2% agarose, ethidium bromide, negative image; contrast increased to visualize weak bands); 
arrows indicate the 545-bp substrate and the 360- and 180-bp products. в — DNA hydrolysis products obtained with SpCas9 
preparations produced at different induction temperatures; here and below, gRNA:SpCas9 = 4:1 pmol:pmol. г, д — dependence 
of DNA hydrolysis on SpCas9 concentration by densitometry: disappearance of the substrate band (г) and formation of the 
360-bp product (д)
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Рис. 2. Хроматограммы и электрофореграмма оптимизированной очистки Cas9. а — Ni-Sepharose; б — Capto S 
ImpRes; в — ДСН-ПААГ: 1 — тотальный белок после индукции; 2 — растворимые белки; 3 — проскок Ni-Sepharose; 
4 — элюат Ni-Sepharose; 5 — элюат после повторного нанесения проскока на Ni-Sepharose; 6 и 7 — первая и вторая 
порции элюата Capto S ImpRes; М — маркер молекулярных масс; 8 — коммерческий препарат Cas9; 9 — очищенный 
SpCas9 после ультрафильтрации. Условия восстанавливающие; во все дорожки нанесены образцы, соответствую-
щие приблизительно 130 мкл бактериальной культуры
Fig. 2. Chromatograms and electropherogram of the optimized Cas9 purification process. а — Ni-Sepharose; б — Capto S 
ImpRes; в — SDS-PAGE: 1, total protein after induction; 2, soluble proteins; 3, Ni-Sepharose flow-through; 4, Ni-Sepharose 
eluate; 5, eluate after repeated loading of the flow-through onto Ni-Sepharose; 6 and 7, first and second portions of the Capto S 
ImpRes eluate; M, molecular-mass marker; 8, commercial Cas9 preparation; 9, purified SpCas9 after ultrafiltration. Reducing 
conditions were used; each lane contained material corresponding to approximately 130 μL of bacterial culture

(а)

(в)

(б)1 2 3
4

1 2 3
4

Таблица 2. Выход стадий процесса очистки SpCas9

Table 2. Yields at the stages of the SpCas9 purification process

Стадия Объем, 
мл

Концентрация по ОП₂₈₀, 
мг/мл

Масса, 
мг

Выход 
стадии, %

Выход 
общий, %

ДНК, 
мкг/мг

Ni-Sepharose I 5,0 4,27 21,4 - -

Ni-Sepharose II* 5,0 2,4 12,0 - -

Ni-Sepharose, суммарно 33,4 - - 0,72

Capto S ImpRes I 5,5 2,67 14,7

Capto S ImpRes II 4,0 1,33 5,3

Capto S ImpRes, суммарно 20,0 60% 60% 0,75

Формулирование 2,0 8 16 80% 48% 0,75
Примечание: * — повторное нанесение проскока со стадии Ni-Sepharose I
Note: * — repeated loading of the flow-through from the Ni-Sepharose I stage
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При сравнении уровней примесей и удельной 
активности полученного настоящим методом 
препарата SpCas9 и коммерчески доступного 
препарата SpCas9 было установлено, что содер-
жание ДНК в обоих случаях сходно – 0,86 мкг/мг 
для препарата сравнения, но уровень ЛАЛ-эндо-
токсина сильно различается. Его содержание, из-

меренное хромогенным кинетическим методом, 
составило 11 ЕЭ/мг для полученной SpCas9 и 
9400 ЕЭ/мг для коммерческого препарата. Удель-
ная активность обоих препаратов, измеренная 
по скорости специфического расщепления фраг-
мента ДНК in vitro, практически не различалась 
(рис. 3).

1

2
1

2

(а)

(б) (в)

Рис. 3. Тестирование активности SpCas9 in vitro для препарата, полученного по оптимизированному протоколу.  
а — электрофореграмма продуктов гидролиза ДНК препаратами SpCas9; б, в — зависимость степени гидролиза 
ДНК от концентрации SpCas9; кривая 1 — коммерческая Cas9, кривая 2 — исследуемый препарат. обозначения — 
как на рис. 1
Fig. 3. In vitro activity testing of the SpCas9 preparation obtained using the optimized protocol. а — electropherogram of DNA 
hydrolysis products obtained with SpCas9 preparations; б, в — dependence of DNA hydrolysis on SpCas9 concentration; 
designations are as in Fig. 1

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе предложен технологически 

воспроизводимый метод получения низкоэндо-
токсинового препарата рекомбинантной нуклеазы 
SpCas9 из E. coli, ориентированный на дальнейшее 
применение белка в составе рибонуклеопротеино-
вых комплексов. Показано, что при стандартной 
экспрессии и двухстадийной очистке без специ-
альных промывок значительная часть SpCas9 не 
связывается с катионообменным сорбентом, что 
согласуется с образованием комплексов белка 
с бактериальными нуклеиновыми кислотами. 
Внесение в протокол трех изменений — лизис в 
присутствии Triton X-100, высокосолевая про-

мывка металлохелатной колонки и добавление 
Triton X-100 в промывочный раствор — позволило 
эффективно диссоциировать комплексы SpCas9 с 
бактериальной ДНК и снизить уровень сопутству-
ющих примесей. Экспериментально показано, что 
высокосолевая промывка на стадии IMAC удаляет 
основную часть двуцепочечной ДНК, снижая ее 
содержание в элюате примерно на порядок (с 5,1 
до 0,72 мкг/мг), и обеспечивает последующую 
эффективную очистку белка катионообменной 
хроматографией без потерь целевого продукта.

Итоговый выход препарата составил 16 мг SpCas9 
с 1 л культуры при сохранении гомогенности по 
электрофорезу и пригодности к стерильной филь-
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трации и хранению в растворе с 50% глицерином. 
Полученный препарат содержал 11 ЕЭ/мг ЛАЛ-эн-
дотоксина, что на три порядка ниже по сравнению с 
коммерческим препаратом сравнения (9400 ЕЭ/мг). 
Для препаратов SpCas9 с сопоставимым уровнем 
эндотоксина (5–20 ЕЭ/мг) ранее было показано 
отсутствие токсичности для клеток при использова-
нии рибонуклеопротеиновых комплексов [6]. Таким 
образом, предложенная схема позволяет получать 
SpCas9, пригодную для применения в клеточных 
системах млекопитающих без введения допол-
нительных стадий депирогенизации. Разработан 
воспроизводимый метод количественного опре-

деления активности SpCas9 in vitro, основанный 
на расщеплении ПЦР-фрагмента ДНК-мишени в 
присутствии гРНК с последующей денситометрией 
продуктов электрофореза. Показано, что удельная 
активность полученного препарата сопоставима 
с активностью коммерческой нуклеазы, а опти-
мизация соотношения гРНК:SpCas9 позволяет 
компенсировать возможную гетерогенность гРНК, 
синтезированной in vitro. Предложенный подход 
может быть использован для рутинного контроля 
качества препаратов SpCas9 и подготовки рибону-
клеопротеиновых комплексов для редактирования 
генома клеток млекопитающих.
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