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Аннотация. В настоящей работе приведены результаты одномолекулярных 

исследований влияния ионов магния на динамические характеристики элонгации 
транскрипции бактериальной РНК-полимеразы. Показано, что с уменьшением 
концентрации магния снижаются мгновенная и средняя скорости транскрипции. 
Наблюдаемая зависимость происходит за счет увеличения количества коротких пауз; 
предложено объяснение механизма их образования. Для проведения исследований 
использован метод акустической силовой спектроскопии (АСС), который составил 
основу для разработки одномолекулярной методики характеризации параметров 
транскрипции. Приведено подробное описание методики и алгоритма обработки 
результатов измерений.
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Abstract. This work presents the results of single-molecular studies of the effect of magnesi-
um ions on the dynamic characteristics of transcription elongation of bacterial RNA polymer-
ase. It has been shown that the instantaneous and average transcription rates decrease with a 
decrease in magnesium concentration. The observed dependence occurred due to an increase 
in the number of short pauses; an explanation of the mechanism of their formation was put 
forward. To carry out these studies, the method of acoustic force spectroscopy (AFS) was used. 
This technique served as a basis for the development of a single-molecule procedure for char-
acterizing the transcription parameters. A detailed description of the method and algorithm for 
processing the measurement results was given.
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Введение

Исследованию процесса транскрипции, в результате которого происходит экспрессия 
гена ДНК-зависимой РНК-полимеразой (РНКП), посвящено огромное количество работ, 
большинство из которых выполнено с использованием классических биохимических ме-
тодов. Возможности последних ограничены в получении детальных характеристик этого 
процесса. Дополнительная важная информация о процессе транскрипции содержится в 
публикациях по исследованию структур бактериальных РНКП–ДНК комплексов мето-
дами криоэлектронной микроскопии, спектроскопии ядерного магнитного резонанса и 
рентгеновской кристаллографии. Эти методы дают очень важную информацию о неко-
торых наиболее долгоживущих состояниях этих комплексов и практически не дают ка-
кой-либо информации о промежуточных, короткоживущих состояниях, определяющих 
динамику процесса.

Фактически, однозначные данные об этой динамике можно получить только с исполь-
зованием одномолекулярных методов, которые позволяют наблюдать изменение характе-
ристик индивидуальных молекул в реальном масштабе времени, без усреднения по ансам-
блю частиц. На сегодняшний день наиболее часто используются методы оптической или 
магнитной ловушек и метод одномолекулярного ферстеровского резонансного переноса 
энергии smFRET (англ. single molecular Förster Resonance Energy Transfer).
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В последние 10 – 15 лет наблюдается заметный рост числа публикаций с использо-
ванием этих методов с целью детальной характеризации динамики процесса элонгации 
транскрипции [1 – 4]. Результаты этих исследований показывают, что в процессе транс-
крипции, имеющем пошаговый характер и где величина одного шага соответствует по 
длине перемещению полимеразы на одну пару оснований ДНК, реализуются различные 
конформационные состояния РНКП, времена жизни которых различаются на несколько 
порядков. 

В настоящей работе для проведения одномолекулярных исследований использован ме-
тод акустической силовой спектроскопии; он обладает преимуществом перед другими 
методами, ввиду возможности одновременного получения данных о динамике нескольких 
молекул РНКП. Этот метод является сравнительно новым, в связи с чем в этой работе 
подробно рассмотрены его возможности и особенности использования методики, разра-
ботанной на его основе. 

В настоящей работе часть данных о влиянии параметров среды на динамические харак-
теристики транскрипции бактериальной РНКП получена впервые.

Метод акустической силовой спектроскопии для анализа транскрипции
Впервые метод акустической силовой спектроскопии (АСС) был представлен в конце 

2014 года [3]. Метод реализован на специальной установке Lumicks, включающей в себя 
специальный микрофлюидный чип, инвертированный микроскоп и камеру. Эксперимен-
ты проводятся с использованием специального устройства – микрофлюидного чипа, ко-
торый представляет собой ячейку, ограниченную двумя стеклянными пластинами, между 
которыми находится жидкость. При подаче напряжения пьезогенератор, расположенный 
на этом чипе, создает плоскую акустическую волну, действующую на полимерные ми-
кросферы; их смещение фиксируется с помощью инвертированного микроскопа и ка-
меры.  Молекулы ДНК закрепляются между поверхностью стекла чипа и микросферами 
(рис. 1). Сила, имеющая акустическую природу, оказывает воздействие на микросферы. 

Акустическая волна, распространяющаяся внутри чипа, создает силу, действующую на 
микросферы: 

(1)

где V, м3, – объем микросферы; p, Па, – звуковое давление; v, м/с, – скорость звука; 
ρ*  =  ρp / ρm – отношение плотностей микросферы и среды; k* = kp / km – отношение ко-
эффициентов упругости микросферы и среды.

Величина силы F (см. рис. 1) зависит от размера микросферы, частоты акустической 
волны и ее амплитуды, которая в свою очередь зависит от напряжения, подающегося на 
пьезоэлемент [3].

* *
2 2

*

1 1 ,
4 2 1m m
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 − ρ −
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Рис. 1. Схема эксперимента по изучению транскрипции методом 
акустической силовой спектроскопии: 

PE – пьезоэлемент; G – стекло; SCM, RMS – микросфера, модифицированная стрептавидином, 
и референсная микросфера, соответственно; DNA, RNA – ДНК и РНК; 

RNAP – РНКП, модифицированная биотином; TD – направление транскрипции; F – прилагаемая сила
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Как правило, диапазон сил при использовании этого метода находится в пределах от 
единиц до десятков и даже сотен пиконьютонов, что дает возможность применять его к 
исследованиям биологических объектов [5].

Несмотря на конструктивную простоту реализации метода АСС, для осуществления 
эксперимента необходимо придерживаться довольно объемного и сложного протокола.

На этапе подготовки к эксперименту необходимо получить молекулу ДНК, которая 
будет крепиться к одной из поверхностей микрофлюидного чипа. Для этого ДНК и по-
верхность модифицируют соответственно дигоксигенином и антителами к нему – сое-
динениями, образующими химическую связь при взаимодействии. Как видно на рис. 1, 
для проведения эксперимента РНК-полимераза (РНКП) должна быть химически связа-
на с микросферой. Для этих целей используются биотин и стрептавидин – соединения, 
которыми модифицированы РНКП и микросфера соответственно [6].

Транскрипционный цикл, осуществляемый РНК-полимеразой (независимо от ти-
па клетки), включает в себя три последовательные стадии: инициацию, элонгацию и 
терминацию. Инициация включает в себя связывание РНКП с особой последователь-
ностью ДНК – промотором, в результате которого происходит плавление связанного 
двунитевого участка ДНК и образуется открытый комплекс РНКП – ДНК. Далее осу-
ществляется активный синтез РНК-молекулы – это стадия элонгации. Продвижение 
РНКП по ДНК происходит неравномерно, в ходе элонгации этот фермент может делать 
временные остановки (паузы), прекращать движение (перманентная остановка) или 
терминировать синтез РНК в ответ на регуляторные воздействия со стороны белковых 
факторов и/или сигналов, закодированных в ДНК и РНК [7, 8].

Метод АСС позволяет одновременно регистрировать динамику перемещения не-
скольких молекул РНКП по ДНК, обеспечивая тем самым его преимущество перед дру-
гими одномолекулярными методами, в которых возможно детектирование положения 
только одной молекулы РНКП [9, 10].

Элонгационные профили отражают динамические характеристики одиночной РНКП, 
такие как мгновенная (скорость между паузами) и средняя скорости, наличие оста-
новок/пауз и их продолжительность, и представляют собой фактически графическую 
интерпретацию характерного движения одиночных полимераз, осуществляющих элон-
гацию транскрипции, представленную в форме зависимости транскрибируемой длины 
ДНК (в нанометрах либо нуклеотидах) от времени (секунды).

Алгоритм обработки элонгационных профилей

Типичный вид элонгационных профилей трех одиночных РНК-полимераз в усло-
виях отсутствия влияния на транскрипцию каких-либо химических агентов, приведен 
на рис. 2.

Рис. 2. Репрезентативные элонгационные профили трех одиночных РНКП в контрольных 
условиях, при которых нет влияния химических агентов
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При обработке полученных данных используется медианный фильтр с окном в 
несколько секунд и для повторного сглаживания – фильтр Савицкого – Голея [11]. 
Устанавливаются предельные значения скоростей и все временные промежутки, на 
которых скорости ниже порогового значения рассматриваются как паузы. Эти паузы 
сортируются на «длинные», продолжительность которых более 20 с, и «короткие», 
продолжительность которых составляет от 2,5 до 20 с [12, 13]. Разрешающая спо-
собность установки не позволяет регистрировать паузы длительностью короче 2,5 с. 
Пороговое значение выбирается равным 0,5 σ, где σ – величина стандартного откло-
нения от среднего значения, полученная из распределения Гаусса для мгновенных 
скоростей. Функция Гаусса f(x) имеет вид

Полученные значения усредняются по всему ансамблю пауз и представляются в виде 
«среднее ± стандартная ошибка среднего (s.e.m)». В качестве критерия статистической 
достоверности используется критерий Манна – Уитни. В результате обработки с выбран-
ным предельным порогом скорости формируется распределение мгновенных скоростей. 

В общем случае в распределении скоростей присутствуют сигналы, соответствующие 
производным от шумового и полезного сигналов. Шумовая составляющая определяет-
ся параметрами экспериментальной установки, и ее спектр соответствует распределению 
производных тех участков элонгационного профиля, где движение полимеразы оста-
новлено, т. е. когда она находится в паузированных состояниях. Производная шума имеет 
симметричное распределение относительно нуля скорости, и для учета ее вклада можно 
использовать отрицательную часть распределения, на которую не накладывается полез-
ный сигнал. Поскольку положительные значения шумового сигнала по абсолютной ве-
личине равны ее отрицательным значениям, истинное распределение мгновенных скоро-
стей можно получить путем вычитания абсолютных значений шумового сигнала из сум-
марного распределения скоростей. Такая методика была использована в работах [14, 15]. 
Для описанного примера приведена гистограмма одного из полученных элонгационных 
профилей с выраженным бимодальным распределением (рис. 3,a). Разложение этого рас-
пределения с использованием функций Гаусса позволяет выделить распределение вблизи 
нуля (красная кривая), соответствующее шумовой составляющей сигнала, и истинной 
мгновенной скорости (зеленая кривая).

Параметры мгновенной скорости можно определить точнее, если использовать приве-
денную выше процедуру вычитания шумового сигнала.

21
21( ) .

2

x

f x e
−µ −  σ =

σ π

Рис. 3. Гистограммы распределений мгновенных скоростей до (a) и после (b) вычитания 
абсолютных значений шумовой составляющей сигнала и аппроксимации функцией Гаусса 

(зеленые кривые – мгновенная скорость, красная – шумовая составляющая)

a) b)
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На рис. 3,b приведена аппроксимация распределения скоростей функцией Гаусса по-
сле вычитания шумового сигнала. Как видно из результатов аппроксимации, значение 
мгновенной скорости при такой обработке несколько выше и, вероятно, ближе к истин-
ным значениям мгновенной скорости движения полимеразы.

После проведения указанных манипуляций для каждого полученного элонгационного 
профиля, данные для всех профилей, соответствующих конкретным условиям экспери-
мента, усредняются и представляются в виде среднего значения ± стандартная ошибка 
среднего (s.e.m.).

Значение средней скорости транскрипции для каждой РНК-полимеразы равно отно-
шению пути, пройденного полимеразой (длина элонгационного профиля), к общему вре-
мени, затраченному на его прохождение. Полученные значения усредняются по всему 
ансамблю скоростей для каждого из экспериментальных условий и представляются как 
среднее значение ± s.e.m. В качестве критерия статистической достоверности используется 
критерий Манна – Уитни.

Влияние ионов магния на параметры транскрипции

Для оценки влияния ионов магния на процесс транскрипции было проведено срав-
нение параметров элонгационных профилей, измеренных при концентрациях хлорида 
магния MgCl2, равных 1 и 10 мМ. Репрезентативные элонгационные профили одиночных 
РНКП при разных концентрациях магния приведены на рис. 4.

Значения мгновенной и средней скоростей транскрипции при концентрации хлорида 
магния 10 мМ, полученные после усреднения по 28 элонгационным профилям (рис. 5), 
оказались равными 20,5 ± 0,9 и 17 ± 0,7 нуклеотидов в секунду (нт/с; среднее значение 
± s.e.m.).

Рис. 4. Репрезентативные элонгационные профили одиночных РНКП при концентрациях 
MgCl2, равных 1 мМ (кривая синего цвета) и 10 мМ (кривая красного цвета)

Рис. 5. Диаграмма значений мгновенной (слева) и средней (справа) скоростей транскрипции 
для концентраций MgCl2 10 мМ (зеленые столбики) и 1 мМ (синие столбики).

Концентрация нуклеозидтрифосфатов (НТФ) – 1 мМ 
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Численные значения этих величин практически совпадают с данными, приведенны-
ми в литературе [6, 16, 17]. Столь близкие значения средней и мгновенной скоростей и 
небольшое количество коротких пауз при высокой концентрации ионов магния свиде-
тельствуют о том, что время, в течение которого РНК-полимераза находится без движе-
ния, незначительно, по сравнению со временем, затраченным на транскрипцию участка 
ДНК, который в этих экспериментах был выбран равным 500 нм ± 10 %. Больших пауз 
(длительностью свыше 20 с) в этих условиях не наблюдается, в то время как небольшое 
количество коротких пауз (от 2,5 до 20 с) было найдено с помощью протокола обработ-
ки, приведенного выше. Результаты обработки всего массива данных с определением 
среднего количества коротких пауз, приходящихся на один элонгационный профиль, 
представлены на рис. 6. 

Рис. 6. Диаграмма среднего количества коротких пауз транскрипции, приходящихся на один 
элонгационный профиль, для концентраций MgCl2 10 мМ (зеленый столбик) 

и 1 мМ (синий столбик). 
Концентрация НТФ – 1 мМ

Как видно на рис. 4, принципиальное отличие вида элонгационного профиля при 
пониженной концентрации магния (1 мМ MgCl2) от вида при его повышенной концен-
трации (10 мМ MgCl2) заключается в том, что полимераза проходит ту же длину ДНК 
за гораздо большее время. При этом, как и в случае с большой концентрацией магния, 
пауз длительностью болeе 20 с не наблюдается. Значения мгновенной и средней скоро-
стей, а также количество коротких пауз на один элонгационный профиль, рассчитанных 
по тем же протоколам, что и при высокой концентрации ионов магния, оказались рав-
ными соответственно 8,7 ± 0,9 и 6,3 ± 0,8 нт/с, а также 23,6 ± 4 паузы (см. рис. 5 и 6).

Прежде всего следует отметить, что качественно полученные результаты о замедле-
нии скорости элонгации транскрипции при уменьшении концентрации ионов магния 
совпадают с данными биохимических экспериментов. Однако получение объективных 
данных о возможных процессах, влияющих на величину средней скорости транскрип-
ции, с использованием ансамблевых методов не представляется возможным. 

Как следует из результатов, полученных в настоящей работе, снижение средней ско-
рости транскрипции при уменьшении концентрации ионов магния происходит, в су-
щественной степени, за счет роста количества коротких пауз. Возможный механизм 
образования этих пауз связан с формированием ошибочного состава среды в активном 
центре РНКП, необходимого для первой стадии элонгации транскрипции. Этот состав 
должен содержать нуклеотид, комплементарный соответствующему нуклеотиду матрич-
ной цепи ДНК, и ион магния. Эти компоненты состава поступают в активный центр 
полимеразы через вторичный канал в результате диффузии. Поступление ошибочных 
нуклеотидов в активный центр РНКП либо отсутствие там ионов магния приводят к 
возникновению коротких пауз, во время которых РНКП может удалить неправильный 
состав из активного центра.

В предположении такого механизма возникновения паузы следует ожидать, что при 
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низкой концентрации MgCl2 в транскрипционном буфере количество случаев с отсут-
ствием ионов магния в активном центре будет больше, чем при высокой концентрации 
этих ионов, и, соответственно, количество коротких пауз при низкой концентрации 
будет также больше, что и наблюдается в этом исследовании.

Следует отметить, что разрешающая способность установки АСС не позволяет ре-
гистрировать паузы длительностью короче 2,5 с, количество которых, весьма вероятно, 
также существенно больше при низких концентрациях магния. Принимая это во внима-
ние, можно предположить, что величина мгновенной скорости элонгации (т. е. скорость 
между паузами) при низкой концентрации ионов магния больше того значения, которое 
в настоящей работе получено из расчета этой скорости между паузами длительностью 
выше 2,5 с.

Заключение

Разработана методика измерения элонгационных профилей транскрипции на уровне 
индивидуальных молекул методом акустической силовой спектроскопии (АСС) и создан 
алгоритм анализа полученных данных. С помощью этой методики проведено иссле-
дование таких параметров транскрипции, как мгновенная и средняя скорости элонга-
ции и спектр паузированных состояний бактериальной РНК-полимеразы, и изучена их 
зависимость от концентрации ионов магния. Полученные значения этих параметров 
позволили сделать вывод о возможном механизме формирования коротких пауз на ста-
дии элонгации транскрипции бактериальной РНКП.
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