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С помощью метода реконструкции белка в плоские бислойные липидные мембраны охарактеризо-
ваны электрофизиологические свойства канала нового порина из морской бактерии Marinomonas
primoryensis (MpOmp). Определены основные характеристики: величина проводимости одиночного
канала MpOmp, его селективность и значения критического потенциала закрытия в различных сре-
дах (нейтральной, слабокислой, щелочной). С помощью in silico подхода предсказаны геометриче-
ские характеристики поры MpOmp и распределение зарядов в устье и внутри поринового канала.
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ВВЕДЕНИЕ
Молекулярные механизмы адаптации живых

организмов, которые обеспечивают их существо-
вание в экстремальных условиях, очень плохо
изучены. Многие процессы в океанических эко-
системах напрямую связаны с морскими бактери-
ями: регуляция скорости минерализации органи-
ческих источников, круговорот питательных ве-
ществ и перенос энергии [1]. В свою очередь,
различные факторы окружающей среды, такие
как осмолярность, температура и дефицит фос-
фата, могут существенно влиять на изменения в
геноме морских бактерий, в том числе на экс-
прессию порообразующих белков наружной мем-
браны бактерий, осуществляющих в клетке
транспортную функцию [2, 3].

В отличие от неспецифических поринов на-
земных бактерий [4] транспортные белки мор-
ских микроорганизмов изучены недостаточно.
Остаются невыясненными многие аспекты функ-
ционирования морских поринов, в частности ме-
ханизм потенциал-зависимого стробирования
канала и/или его закрытия при увеличении кис-
лотности среды, что характерно для поринов на-
земных бактерий. В отсутствии теоретических
моделей морских поринов не известны особенно-
сти распределения зарядов внутри поры этих бел-
ков, напрямую связанные с проводимостью бак-
териальной мембраны.

Исследование свойств порообразующих бел-
ков является важным не только для расширения
фундаментальных знаний в области биофизики
белка, но и может представлять интерес для био-
инженерии, поскольку открывают возможность
создания новых сенсорных систем на основе ис-
кусственных пор с уникальными свойствами.

В данной работе с помощью методов, основан-
ных на использовании бислойных липидных
мембран (БЛМ) определены электрофизиологи-
ческие характеристики канала, образованного
порином из психрофильной морской бактерии
Marinomonas primoryensis KMM 3633T (MpOmp).
Белок получен из бактерии, выделенной из при-
родного резервуара в Тихом океане [5].

Как показали наши исследования [6], в соот-
ветствии с анализом консервативных доменов
MpOmp был классифицирован как Porin_4. Он
является единственным порином в геноме бакте-
рии M. primoryensis KMM 3633T, подобным неспе-
цифическим поринам наземных грамотрицатель-
ных бактерий. Однако аминокислотный состав
MpOmp отличается более высоким содержанием
кислых аминокислот и отсутствием остатков
триптофана. Нативный MpOmp существует в ви-
де тримера с молекулярной массой около 94 кДа,
что близко по значению к таковой других пори-
нов морских протеобактерий. Обнаружено, что
олигомерная структура MpOmp, в отличие от по-
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ринов наземных бактерий, чрезвычайно неста-
бильна к действию температуры. Диссоциация
тримеров белка наблюдается уже при 30°C [6].
Эти особенности структуры и физико-химиче-
ских свойств делают MpOmp интересным объек-
том для электрофизиологических исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение и очистка порина. Для получения

олигомерной формы MpOmp были использованы
микробные клетки M. primoryensis KMM 3633T,
выращенные при температуре 6–8°C. Процедура
выделения клеточных оболочек и получения це-
левого белка в виде нерастворимого в саркозиле
осадка в деталях описана в работе [6].

Электрофизиологические эксперименты. Ячей-
ку заполняли буферным раствором, содержащим
10 мМ Трис, 10 мМ MES, 10 мM бета-аланина и 1
или 0.1 M KCl, оттитрованным разбавленной HCl
до рН 8.5, 7.0 и 5.5. БЛМ формировали по методу
Мюллера–Рудина [7] из раствора дифитаноил-
фосфатидилхолина (DPhPC) в н-гептане (5 мг/мл)
в тефлоновых ячейках, разделенных перегород-
кой с отверстием диаметром 0.25 мм. Для детек-
ции ионного тока использовали пару электродов
Ag/AgCl в режиме фиксации напряжения. Элек-
трод на цис-стороне от мембраны был заземлен,
на транс-стороне – подключен к усилителю
BBA-02 (Eastern Scientific LLC, США) со встроен-
ным LP 5 kHz фильтром сигнала. Белок добав-
ляли в концентрации 20 нг/мл для одиночных
каналов и 200 нг/мл для суммарного тока с цис-
стороны ячейки. Измерения проводили при ком-
натной температуре.

Для определения потенциала нулевого тока
ячейку с транс-стороны (с заземленным электро-
дом) заполняли буферным раствором с 1 М КСI,
а с цис-стороны (электрод с положительным по-
тенциалом) буферным раствором, содержащим
0.1 М или 1M KCl. Электроды подключали через
агаровые мостики с 3 М KCl. В ячейку с цис-сто-
роны вносили образец порина, ожидали встраи-
вания одиночного канала и затем, регулируя ве-
личину потенциала, добивались прекращения то-
ка через мембрану. Эксперимент проводили при
pH 7.0.

Для всех приведенных экспериментальных
данных были рассчитаны 95% доверительные ин-
тервалы и указано n – количество каналов, ис-
пользованное для подсчета значений проводимо-
сти и селективности каналов, либо общее число
экспериментов при определения потенциала за-
крытия.

Моделирование пространственной структуры.
3D-модель MpOmp построена методом гомоло-
гичного моделирования с помощью программы
МОЕ2019.01 CCG (МОЕ2019.01 (Chemical Com-

puting Group ULC, Canada)) на основании кри-
сталлических структур поринов OmpF (из Salmo-
nella enterica subsp, PDB 4KR8, и из Enterobacter
cloacae (OmpE35) PDB 6ENE), OmpC (из Entero-
bacter cloacae (OmpE36 porin), PDB 5fvn) и осмо-
порина OMPK36 (из Klebsiella pneumoniae PDB
1OSM), перекрывающих различные участки по-
следовательности MpOmp и различающихся кон-
формационным состоянием петель. Peмоделиро-
вание конформации наиболее вариабельных
петель L3, L4 и L8, а также последующая мини-
мизация энергии модели тримера MpOmp и си-
муляция молекулярной динамики в силовом поле
Amber 14:EHT продолжительностью 50 нс для оп-
тимизации полученной структуры выполнены
в программе МОЕ2019.01 CCG. Анализ карты Ра-
мачандрана показал, что 98.67% остатков находятся
в благоприятном и допустимом состояниях, что
свидетельствует о качестве полученной модели.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Электрическая проводимость канала MpOmp.

Запись флуктуаций тока при введении MpOmp
(200 нг/мл) в буферный раствор свидетельствова-
ла о ступенчатом увеличении проводимости мем-
браны. Такие дискретные флуктуации тока ха-
рактерны для каналообразующих белков, однако
исследуемый белок проявлял существенно мень-
шую (на два порядка) активность по сравнению
с поринами наружной мембраны наземных гра-
мотрицательных бактерий [8]. Обнаружено, что
по сравнению с каналами поринов наземных бак-
терий (E. coli и Yersinia ruckeri) [9], каналы MpOmp
отличались нестабильностью, повышенным уров-
нем шумов в записях тока, относительно корот-
ким временем “жизни” и спонтанным переходом
из открытого состояния в закрытое (рис. 1а). За-
висимость тока от напряжения на мембране в
присутствии исследуемого порина линейна в диа-
пазоне 30–180 мВ (данные не приведены).

Для определения величины проводимости
одиночного канала MpOmp были собраны более
100 показаний при потенциалах от 30 до 50 мВ.
Полученное распределение величин проводимо-
сти имело три заметных максимума, для каждого
из которых было рассчитано среднее значение
проводимости (рис. 1д, рН 7.0). Эти данные поз-
воляют предположить, что наиболее вероятный
уровень проводимости одиночного канала пори-
на M. primoryensis при pH 7.0 в 1 М KCl составляет
3.0 ± 0.2 нСм (n = 101), а кратные ему значения
соответствуют олигомерным агрегатам порина.

Критический потенциал закрытия канала MpOmp.
Для определения критического потенциала за-
крытия канала MpOmp при мембранном потен-
циале 50 мВ добивались встраивания некоторого
количества каналов (более 10), затем потенциал
уменьшали до нуля и проводили его постепенное
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Рис. 1. Электрофизиологические характеристики и структурные особенности канала порина из M. primoryensis.
а–в – Записи тока через мембрану из DPhPC при добавлении MpOmp, инкубированного в разных условиях: а – pH 7.0,
б – pH 5.5, в – pH 8.5. Концентрация белка 200 нг/мл. Мембранный потенциал 35 мВ.
г – Определение критического потенциала закрытия MpOmp: ток через мембрану в пА, потенциал на мембране в мВ.
д – Распределение значений проводимости канала MpOmp при различных значениях рН. Экспериментальные данные для
каждого значения рН были получены минимум на 10 мембранах; количество исследованных каналов: pH 7.0 – 101 канал,
pH 8.5 – 45 каналов, pH 5.5 – 32 канала.
е – Ленточная диаграмма структуры мономеров MpOmp, YrOmpF, EcOmpF и распределение заряженных АК остат-
ков, представленных в виде поверхностей, окрашенных согласно заряду: основные – синим, кислые – красным.
ж – Геометрические характеристики поры MpOmp, YrOmpF, EcOmpF и распределение зарядов в интерьере поры.
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повышение (со скоростью 1.8 мВ/с) от 0 до 150 мВ.
Точку экстремума функции тока (в которой уве-
личение потенциала приводит к снижению тока)

считали критическим потенциалом закрытия
(рис. 1г). В нейтральной среде (рН 7.0) для канала
MpOmp оно составило 43.8 ± 4.8 мВ (n = 4).
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Влияние рН среды на электрофизиологические
характеристики канала MpOmp. Изменение кис-
лотности среды может значительно изменять
свойства поринового канала. Это происходит за
счет электростатического поля, сформированно-
го заряженными аминокислотами в вестибюле и
внутри поры. Как известно, стенка β-цилиндра
поринов сформирована преимущественно поло-
жительно заряженными аминокислотными (АК)
остатками, а петля L3, погруженная в полость по-
ры, напротив, содержит большое количество
кислых остатков. На размер и селективность по
отношению к зарядам проникающих ионов и
гидрофильных соединений влияет также про-
странственная конфигурация заряженных АК
остатков внутри канала [10].

При добавлении к мембране белка MpOmp,
инкубированного в буферном растворе при pH 5.5
(рис. 1б) и 8.5 (рис. 1в), наблюдалось ступенчатое
увеличение проводимости, аналогичное эффек-
ту, описанному для нейтральной среды.

Для оценки влияния кислотности среды на
функциональную активность MpOmp были опре-
делены величины проводимости канала MpOmp
и значение критического потенциала закрытия
в этих условиях. Установлено, что увеличение
pH среды практически не влияет на среднюю
проводимость поринового канала и составляет
2.6 ± 0.3 нСм (n = 45). Напротив, в кислой обла-
сти наблюдается ее достоверное уменьшение до
2.3 ± 0.1 нСм (n = 32) (рис. 1д).

Оказалось, что значение критического потен-
циала закрытия канала также изменяется только в
кислой среде. При рН 8.5 оно имеет величину
41 ± 6 мВ (n = 4) (сравнимую с таковой в ней-
тральной среде), а в кислой среде наблюдается
существенное увеличение этого значения до 81 ±
± 6 мВ (n = 4).

Селективность канала MpOmp. Эксперимен-
тальный потенциал нулевого тока сначала изме-
ряли в симметричных условиях, а затем в услови-
ях ионного градиента. Разность этих величин
является объективной характеристикой ионной
проницаемости в терминах модели Гольдмана–
Ходжкина–Катца (ГКХ). Потенциал в симмет-
ричных условиях (1 M KCl/1 M KCl) оказался ра-
вен 0 мВ (n = 6), а потенциал в условиях градиента
(1 M KCl/0.1 M KCl) равен 12.5 ± 2.7 мВ (n = 6).
С помощью уравнения ГХК, которое связывает
величину потенциала с проницаемостью мембра-
ны и концентрацией ионов (использован кальку-
лятор сервера https://www.physiologyweb.com/cal-
culators/ghk_equation_calculator.html), была рас-
считана величина селективности канала MpOmp
(PK/PCl), она составила 1.8. Таким образом, канал
MpOmp обладает слабой катионной селективно-
стью в отношении ионов K+ по сравнению с тако-
вой поринов наземных бактерий, которые явля-

ются катион-селективными, поскольку их про-
ницаемость для ионов калия в 3–40 раз
превышает проницаемость для ионов хлора [8].
Например, PK/PCl каналов E. сoli, Salmonella typhi-
murium и Pseudomonas aeruginosa равны 3.9, 14.0 и
2.7 соответственно [8].

Структурные особенности канала MpOmp, ис-
ходя из теоретической модели порина. Анализ
распределения зарядов, выполненный методом
MOLE [11], выявил существенные различия меж-
ду MpOmp и поринами наземных бактерий по ко-
личеству и локализации основных и кислых АК
остатков в области устья и внутри канала (рис. 1е,
1ж). Несмотря на меньшее количество заряжен-
ных остатков в последовательности исследуемого
порина по сравнению с поринами Е. coli (EcOmpF)
и Y. ruckeri (YrOmpF) (67 против 71 и 76 соответ-
ственно), MpOmp характеризуется аномально
высоким относительным содержанием кислых
остатков. Количество АК остатков, несущих по-
ложительный заряд, в молекуле MpOmp состав-
ляет 19, что значительно меньше, чем у EcOmpF и
YrOmpF, имеющих в своей последовательности
соответственно 30 и 32 основных остатка. Более
того, анализ распределения электростатического
потенциала по молекулярной поверхности
3D-модели MpOmp [12] показывает, что область
поры кардинально отличается по распределению
зарядов от такового у вышеупомянутых поринов
(рис. 1ж). Эти области сформированы преиму-
щественно кислыми остатками за исключением
Lys21, Lys59, Arg176, Arg221, которые участвуют в
стабилизации конформации петель L2, L3 и во
взаимодействии между отдельными тяжами β-ли-
ста. Исключительно важными для формирования
конформации петли L3 и соответственно опреде-
ляющими электрофизиологические особенности
канала MpOmp являются Arg176 и Arg221. Оценка
энергетического вклада водородных связей и
ионных взаимодействий этих остатков в стабили-
зацию конформации L3 с помощью соответству-
ющего приложения программы МОЕ CCG [13]
позволяет предполагать, что Arg176 “задает”
направление петле L3 внутрь поры (вклад
‒5.57 ккал/моль). А множественные взаимодей-
ствия между вариабельными остатками последо-
вательности MpOmp Arg221 β-кора и Asp100
петли L3 прочно связывают верхушку петли с
внутренней поверхностью β-цилиндра. Их сум-
марный вклад в потенциальную энергию системы
составил: –21.87 ккал/моль.

Выявленные особенности внутренней органи-
зации поры MpOmp могут определять необыч-
ный характер функционирования пориновых
каналов морских бактерий, поскольку известно,
что чувствительность каналов к напряжению на
мембране в значительной степени определяется
как силой электростатического взаимодействия
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внутри поры [14], так и конформационной по-
движностью петли L3 [15].

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Источники финансирования. Работа выполнена
при финансовой поддержке гранта РФФИ, проект
№ 19-04-00318.

Соответствие принципам этики. Настоящая
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов.
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Features of the Structure and Electrophysiological Properties of a Novel Porin 
from the Marine Bacterium Marinomonas primoryensis

D. K. Chistyulin1, *, E. A. Zelepuga1, V. A. Khomenko1, O. Yu. Portnyagina1, O. D. Novikova1

1Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, 
Vladivostok, 690022 Russia

*e-mail: cdk27@mail.ru

Using the lipid bilayer membrane technique, the electrophysiological properties of the channel of a nоvel
porin from the marine bacterium Marinomonas primoriensis (MpOmp) have been characterized. The main
characteristics were determined: the conductivity value of a single channel of MpOmp, its selectivity and the
values of the critical closing potential in various media (neutral, weakly acidic, alkaline). The in silico ap-
proach was used to predict the geometric characteristics of MpOmp pore and the distribution of charges in
the mouth and inside the porin channel.

Keywords: marine bacteria, Marinomonas primoryensis, pore-forming proteins
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