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Идентификация рисков, связанных с новыми сельскохозяйственными продуктами растительного
происхождения, полученными технологией геномного редактирования, – важный компонент генной
инженерии. Острая дискуссия продолжается во всем мире о сходстве и различиях между “старыми” рис-
ками “классических” ГМО и “новыми”, связанными с геномным редактированием растений, отсутстви-
ем методов идентификации новых рисков и их оценки. В настоящей статье разрабатывается новый пер-
спективный инструмент обеспечения биобезопасности – концепция “безопасного проектирова-
ния”, вводящая хорошо известные стандарты безопасности в биоинженерию растений. Суть этой
стратегии состоит в проведении редизайна для последовательной минимизации или предотвращения
рисков, а также нецелевых эффектов геномного редактирования на этапе концепта. Учитывая, что кор-
реляция между предсказанными in silico и определенными экспериментально нецелевыми эффек-
тами гРНК является основной проблемой, осложняющей применение системы CRISPR, большин-
ство исследований сегодня сосредоточено на эффективности дизайна гРНК. Напротив, настоящая
работа сфокусирована на биоинформатическом поиске и изучении потенциальных промоторов,
рассматриваемых как источник потенциальных рисков в случае их нецелевого редактирования и
соответствующего изменения транскрипционной активности. Эти стратегии представлены нами в
виде схемы оценки рисков для целей регулирования новых генетических технологий.

Ключевые слова: геномное редактирование растений, оценка рисков, биобезопасность, биоинфор-
матика, нецелевые эффекты
DOI: 10.31857/S0555109923060211, EDN: CYEAXH

Достижения в технологии геномного редакти-
рования произвели революцию в геномной се-
лекции растений [1]. В настоящее время во всем
мире ведутся острые дискуссии [2–4] по сопо-
ставлению сходств и различий “старых” рисков
“классических” ГМ растений и “новых”, связанных
с геномным редактированием, по принципиальной
возможности использования существующих мето-
дов для выявления и оценки новых рисков, а также
проблем, связанных с трансграничным переме-
щением новых сельскохозяйственных культур и
растительных продуктов.

Поскольку стандарты, а также лабораторные и
биоинформатические методы детекции результа-
тов геномного редактирования растений не раз-
работаны, остается ключевой вопрос: как можно
идентифицировать, контролировать и маркиро-
вать редактированные культуры на рынке?

В данном обзоре основное внимание уделяет-
ся следующим вопросам:

– анализ потенциальных рисков сельскохо-
зяйственных культур, полученных геномным ре-
дактированием, с целенаправленной и нецелевой
модификацией для того, чтобы установить суще-
ствуют ли какие-либо критические риски расте-
ний с редактированным геномом по сравнению с
традиционными культурами;

– обсуждение частоты нецелевого редактиро-
вания при использовании технологии CRISPR/Cas
в сопоставлении со спонтанным мутагенезом и
классической селекцией с использованием хими-
ческих и физических факторов воздействия;

– возможность использования нового биоин-
форматического метода – множественного вырав-
нивания для сильно различающихся последова-
тельностей (MAHDS, Multiple Alignment for Highly

УДК 577.21
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Divergent Sequences) [5] для прогнозирования по-
тенциальных промоторов и связанных с ними
рисков. Учитывая, что корреляция между предска-
занными in silico и определенными эксперимен-
тально нецелевыми эффектами гРНК является ос-
новной проблемой, осложняющей применение си-
стемы CRISPR, большинство исследований сегодня
[6, 7] сосредоточено на эффективности дизайна
гРНК. Напротив, настоящая работа сфокусиро-
вана на интеграции биоинформатического мето-
да MAHDS [5] в новую схему оценки рисков рас-
тений с редактированным геномом. Разработка
концепции “безопасного проектирования” для
растений с редактированным геномом – новый
подход, который привносит в биоинженерию
растений известные идеи “безопасности” и
“стандартов безопасности”.

Представленная здесь новая методология и
новые инструменты для оценки рисков продук-
тов геномного редактирования растительного
происхождения могут быть использованы в раз-
работке научной и методологической базы регу-
лирования генной инженерии.

МЕТОДОЛОГИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ
Был проведен обзор литературных источни-

ков, относящихся к сфере данной работы с ис-
пользованием данных PubMed, Google Scholar,
Web of Science и Elibrary. Поиск проводился на ан-
глийском языке по следующим ключевым словам
и сочетаниям: «растения с редактированным ге-
номом», “оценка рисков”, “безопасное проекти-
рование”, “биобезопасность”, “регулирование”,
“биоинформатика”, “нецелевое редактирование”,
“контроль”, а также с помощью “+”, “И” и
“ИЛИ” для уточнения результата. Временной пе-
риод 2018–2022 гг. был выбран, поскольку в рабо-
тах Моджеевского с соавт. [8, 9] был ранее пред-
ставлен анализ литературных источников за период
2000–2018 гг. Отбор статей (аннотации и/или пол-
ного текста) осуществлялся по критериям соот-
ветствия теме обзора:

– использование модельных растений или
сельскохозяйственных культур;

– геномное редактирование растений, осу-
ществленное с помощью CRISPR;

– геномное редактирование растения (SDN1 и
SDN2), подтвержденное (точечная мутация, де-
леция или вставка);

– установленные нецелевые эффекты;
– оценка соотношения различных типов мута-

генеза в растениях.
Почему оценка рисков имеет решающее значе-

ние? Пандемия COVID-19 заставила страны уси-
лить свои позиции по целостности национальных
и глобальных систем биобезопасности [10], иден-
тификации рисков и определении границ их до-

пустимости, установлении правил трансгранич-
ной передачи. Форсированная пандемией была
запущена глобальная инициатива “Единая биобез-
опасность” (One Biosecurity) [11], представляющая
собой междисциплинарный подход к политике и
исследованиям в области биобезопасности, осно-
ванный на взаимосвязи между здоровьем человека,
животных и растений для эффективного предот-
вращения и смягчения воздействия междисципли-
нарных рисков, которые выходят за привычные
границы здравоохранения, сельского хозяйства и
окружающей среды. Целесообразно сменить дей-
ствующую парадигму предотвращения рисков с
помощью пограничных проверок и карантинных
мер на оценку рисков, выходящую за секторальные
и национальные границы и оценивающую глобаль-
ный риск, установить международные правила гло-
бальной биобезопасности и биозащиты.

Отсутствие методов выявления продукции
растительного происхождения, полученной ге-
номным редактированием, и контроля за ее обо-
ротом создает угрозу неконтролируемого оборота
линий сельскохозяйственных культур с незаде-
кларированными генетическими изменениями,
особенно, для импортируемой продукции.

Разработка научных подходов к оценке биобез-
опасности новой сельскохозяйственной продукции
растительного происхождения. По словам Гене-
рального секретаря ООН А. Гутерриша, более
88 миллионов человек в мире страдали от сильно-
го голода в 2020 г., что на 20% больше, чем в 2019
[12]. Перед лицом указанных тенденций, а также
резко возросшего мирового спроса на продукты
питания и топливо, вызванных сегодня экономи-
ческим кризисом, геномное редактирование
сельскохозяйственных культур открывает огром-
ные возможности для повышения их урожайно-
сти [13–15].

Для продукции генетических технологий базо-
вым элементом, определяющим безопасность ко-
нечной продукции, являются научно-обоснован-
ные риски [16, 17]. В соответствии с устоявшимся
определением Организации экономического со-
действия развитию (OECD) “научно обоснован-
ный риск – это потенциально вредное воздей-
ствие, вызванное опасным событием (или рядом
событий)” [18].

С научной точки зрения, следуя “принципу
эквивалентности”, продукты с эквивалентными
характеристиками должны обладать одинаковым
уровнем рисков, связанным с внутренними ха-
рактеристиками продукта, независимо от метода
его получения. Однако признание факта, что ге-
нетическая модификация через трансгенез по-
тенциально может представлять определенные
риски, послужило основанием для введения спе-
циального регулирования, применяемого во всем
мире к ГМ продуктам растительного происхожде-
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ния, считающимися “новыми, неизвестными”
[19–21]. Не изменило ситуацию и то, что сумма
научных знаний (familiarity), накопленная за 25
лет широкомасштабных международных иссле-
дований рисков ГМО, делает ГМ растения не ме-
нее “известными”, чем продукция традиционных
методов селекции.

Разработка подходов по дифференциации потен-
циальных рисков трансгенных организмов (ГМО) и
организмов с направленными изменениями генома.
Потенциальные риски и методология оценки
рисков классических (трансгенных) ГМ растений
неоднократно подробно описывались в различных
международных документах, например, в Руковод-
стве UNEP/CBD (Программа Организации Объ-
единенных Наций по окружающей среде/Конвен-
ция о биологическом разнообразии) по оценке
рисков живых модифицированных организмов
[22], многотомном руководстве Института Эд-
мондса (Вашингтон, США) [23], Директиве ЕС
№ 2001/18/ЕС [24], стандарте Персидского зали-
ва – GSO 2141:2011 [25], а также в национальных
правовых актах, например, в российской “Мето-
дике производства экспертиз (исследований)
биологической безопасности генно-инженерно-
модифицированных растений для выращивания
(выпуска в окружающую среду) на территории
Российской Федерации” [26]. Для дальнейшего
анализа воспользуемся новейшими определения-
ми, введенными в связи с появлением новой тех-
нологии – геномного редактирования рядом
стран: США [27], Аргентина [28], Япония [29–
31]. Примером обновления понятийного аппара-
та генной инженерии может послужить и проект
российского Федерального закона № 134176-8 “О
внесении изменений в Федеральный закон “О го-
сударственном регулировании в сфере генно-ин-
женерной деятельности” (2022 г.) [32]. Ключевым
моментом новых международных определений
является концепция дифференциации “транс-
генных” организмов и “организмов с направлен-
ными геномными изменениями – организмов с
редактированным геномом”.

Не претендуя на исчерпывающие определе-
ния, можно достаточно обоснованно разделить
получаемые генной инженерией растения на раз-
личающиеся группы объектов:

– трансгенный организм – это растение, гено-
тип которого был изменен методами генной ин-
женерии и которое содержит вставки рекомби-
нантных ДНК (или РНК);

– редактированный организм – растение, ге-
нотип которого был изменен при помощи мето-
дов генной инженерии и в котором не содержатся
вставки рекомбинантных ДНК (или РНК), или
содержатся вставки, идентичные последователь-
ностям, встречающимся в естественном гено-
фонде этого растения.

Трансгенные линии растений, независимо от
используемой технологии получения, однознач-
но подпадают под установленную действующую
регуляторную сферу ГМО. Однако приведенная
дифференциация ставит вопрос о неприменимо-
сти действующих нормативных положений и ме-
тодик, касающихся оценки рисков, к растениям с
редактированным геномом, так как краеуголь-
ным камнем в действующих руководствах является
вставка рекомбинантных ДНК (или РНК). Оче-
видно, что требуется серьезный пересмотр схемы
принятия решений в отношении регулирования
или дерегулирования редактированных линий
растений и изменение инструментальной базы
для оценки связанных с ними потенциальных
рисков [28].

Логично предположить, что в соответствии с
определением, редактированные линии растений
будут содержать генно-инженерный материал,
идентичный последовательностям, встречающимся
в естественном генофонде. Можно согласиться,
что удаление или замена одной пары оснований –
это результат, который можно получить и с помо-
щью традиционной селекции [33, 34]. Правомер-
ным кажется и предположение, что любые риски,
связанные с такими редактированными растени-
ями, будут аналогичными, равными или даже
меньшими, чем риски, связанные с культурами,
полученными известными методами селекции,
или уже коммерциализованными продуктами [35].

Система CRISPR/Cas [36] – высокоэффектив-
ный и достаточно точный инструмент геномного
редактирования растений, однако установлено,
что редактирование сопровождается и нежела-
тельными нецелевыми эффектами (off-targets).
Необходимо оценить: реализуются ли случаи, ко-
гда off-targets вызывают потенциальные риски,
критические для биобезопасности.

Результаты анализа литературных данных. На
основе разработанных критериев было отобрано,
в целом, 137 статей. В большинстве статей (77) для
разработки направляющей гРНК и прогнозиро-
вания потенциальных нецелевых сайтов редакти-
рования использовались стандартные инстру-
менты биоинформатики, такие как CRISPR-P 2.0
(http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/) и Cas-OFFinder
(http://www.rgenome.net/cas-offinder/). Ряд авто-
ров использовали альтернативные методы с ин-
струментами поиска локального выравнивания
(BLAST) для прогнозирования потенциальных
нецелевых сайтов. Анализ показал, что только
20% статей (28) описывают нецелевые эффекты
геномного редактирования, причем потенциаль-
ные нецелевые сайты, предсказанные in silico, были
проанализированы после редактирования мето-
дом глубокого секвенирования (NGS, next genera-
tion sequencing).
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Большинство описанных в источниках нецеле-
вых эффектов геномного редактирования представ-
ляли собой небольшие вставки или делеции (1–
22 п.н.) или точечные нуклеотидные замены, то-
гда как крупные делеции (>100 п.н.) встречались
редко [37].

Проведенный анализ также показал, что обна-
руженные экспериментально нецелевые сайты
геномного редактирования имели не более 3 не-
совпадений (1–3 п.н.) с целевым геном-мишенью
и располагались, в основном, в белок-кодирую-
щих областях, чаще в гомологах целевого гена.

Следует отметить, что в 92% отобранных статей
предсказанные нецелевые сайты были амплифици-
рованы методом ПЦР, а ампликоны проанализиро-
ваны секвенированием и выравниванием с эталон-
ными последовательностями. Только в 9 статьях
приведены данные полногеномного секвениро-
вания редактированных линий растений (WGS,
whole genome sequencing).

Рассмотрим далее источники нецелевого ре-
дактирования генома растений и сопряженные с
ними потенциальные риски.

Метод доставки. Одним из источников потен-
циальных рисков для редактированных растений
является способ доставки. Доставка в клетки рас-
тений компонентов геномного редактирования
осуществляется двумя основными методами: в
составе вирусного вектора или биобаллистиче-
ской трансформацией.

Нуклеаза Cas9 наиболее популярна для редак-
тирования растений. Однако конструкции CRIS-
PR (кассеты ДНК, экспрессирующие белок Cas и
направляющая РНК) могут деградировать или
случайно интегрироваться в неизвестные сайты в
геноме растения, вызывая побочные эффекты –
неспецифические изменения, тем самым повы-
шая риски редактирования.

Покажем, что вероятность реализации этого
потенциального риска мала, но последствия мо-
гут быть серьезными. В работе [38] авторы проде-
монстрировали, что в случае использования кон-
струкции Cas9/sgRNA, в целевом гене eIF4E у
трансформированных растений огурца поколе-
ния T1 наблюдались лишь небольшие делеции и
однонуклеотидные полиморфизмы (SNP), а в
предполагаемых нецелевых сайтах делеции не были
обнаружены. При этом гомозиготное потомство Т3
с редактированным геном eIF4E продемонстри-
ровало иммунитет к инфекции, вызываемой ви-
русом пожелтения жилок огурца (Ipomovirus), и
устойчивость к потивирусам: вирусу желтой мо-
заики цуккини (ZYMV) и вирусу кольцевой пят-
нистости папайи (PRSV). В этом случае общий
уровень риска можно оценить как низкий.

Напротив, исследование [39] показало, что при
геномном редактировании гексаплоидных прото-
пластов пшеницы, направленном на популярную

биологическую мишень EPSPS (5-енолпирувил-
шикимат-3-фосфатсинтаза), крупные вставки
(≥20 п.н.) последовательности, встроенной из
ДНК вектора, обнаруживались с низкой частотой
до 8.5% от общего числа инделей. Но последствия
для редактированной линии пшеницы могут быть
очень серьезными, поскольку реализовалась SDN3
модификация, и линия может получить статус
ГМО с соответствующим регулированием.

Успешный способ снизить нецелевые эффек-
ты геномного редактирования – разработка ре-
пертуара Cas9 с высокой точностью и альтерна-
тивной (или ослабленной) специфичностью рас-
познавания PAM (protospacer adjacent motif), в
частности, с целью устранения требования NGG
PAM (где N – любое основание). Например, в ра-
боте [40] был разработан новый вариант Strepto-
coccus pyogenes Cas9 (SpCas9), названный SpG,
способный проявлять устойчивую активность с
расширенным таргетингом – NGN PAM.

Противоположно, было показано [41], что в
некоторых случаях риск нецелевого редактирова-
ния возрастает. Так, нуклеаза Cas12a осуществля-
ла нецелевое редактирование в модельных экспе-
риментах in vivo и создавала множественные двух-
цепочечные разрывы в рандомизированных
сайтах с диапазоном несовпадений до 4 п.н. по
сравнению с сайтом-мишенью.

Интересный пример успешного снижения не-
целевых эффектов – использование мульти-
плексной системы CRISPR/Cas9 для одновре-
менного нокаутирования генов miR482b и miR482c
у томата с целью приобретения устойчивости к
Phytophthora infestans [42]. Две из полученных ре-
дактированных линий растений томата содержа-
ли нокаутированные гены miR482b и miR482c, а
одна редактированная линия – только miR482b.
Однако у всех трех редактированных линий томата
симптомы фитофтороза были снижены по срав-
нению с аналогами дикого типа. Все три линии
томатов, т.е. L1, L2 и L3, были изучены с целью
поиска нецелевых эффектов, а три потенциаль-
ных нецелевых сайта (с высокой вероятностью
нецелевых эффектов) – секвенированы по Сэн-
геру. Нецелевых изменений в предсказанных in
silico сайтах обнаружено не было.

Однако следует отметить, что в данном иссле-
довании, как и во многих других, для выявления
нецелевых эффектов редактирования использо-
вался широко распространенный, так называе-
мый “предвзятый” подход, когда анализируется
только целевой фрагмент, а систематическое ис-
следование для выявления нецелевых эффектов в
масштабах всего генома не проводится.

В плане снижения рисков весьма перспектив-
но использование рибонуклеопротеинового ком-
плекса (РНП) для прямой доставки CRISPR/Cas9
в протопласты, но на сегодня для растительных
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объектов метод описан, в основном, для развития
устойчивости к болезням сорта винограда Шар-
доне и сорта яблони Голден Делишес [43]. Редак-
тированием гена MLO-7 была достигнута устой-
чивость к мучнистой росе у сортов винограда, и
три гена: DIPM-1, DIPM-2 и DIPM-4 были ре-
дактированы у растений яблони для повышения
устойчивости к бактериальному ожогу. Такой
подход позволяет новым редактированным сор-
там избегать регулирования по действующим в
США правилам для ГМО. А в ряде стран: Арген-
тине, на Филиппинах, в Японии улучшенным ре-
дактированным сортам яблок и винограда соот-
ветствует новый статус – “организм с редактиро-
ванным геномом”, что гарантирует упрощенное
регулирование, отделенное от ГМО.

Во избежание регуляторных проблем и рис-
ков, связанных с наличием трансгенов, введен-
ные кассеты экспрессии для геномного редакти-
рования растений могут быть удалены путем по-
следующей генетической сегрегации. Например,
в работе [44] предложен протокол для тонкой ре-
гуляции экспрессии генов на уровне трансляции
у растений путем редактирования эндогенных от-
крытых рамок считывания с использованием си-
стемы CRISPR/Cas9. С использованием этого ме-
тода, может быть легко получено поколение T0
без встроенного трансгена.

Однако метод генетической сегрегации имеет
определенные ограничения, так как он не приме-
ним к культурам, размножаемым бесполым пу-
тем, таким, как картофель.

Направляющая РНК. Подбор направляющей
РНК для уникальной последовательности в геноме
растения обеспечивает высокую специфичность
редактирования. Однако было показано, что ком-
плекс Cas9-sgRNA способен взаимодействовать и
с другими последовательностями нуклеотидов в
геноме, обладающими высокой гомологично-
стью с последовательностью-мишенью [45].

Это второй серьезный источник нецелевых
эффектов редактирования. Например, при изуче-
нии мутагенеза с помощью CRISPR/Cas9 на мо-
дельном растении Nicotiana benthamiana [46] было
показано, что система CRISPR/Cas9 может быть
не такой специфичной, как TALEN-индуциро-
ванный мутагенез, поскольку целевая последова-
тельность sgRNA составляет всего 20 п.н. В общей
сложности в геномной базе данных N. benthamiana
(с использованием BLASTN) было идентифициро-
вано 98 потенциальных нецелевых последователь-
ностей, обладающих гомологией к сайту-мишени
длиной в 20 п.н. Анализ 18 из идентифицированных
сайтов-мишеней, имеющих 14-17 п.н., идентичных
целевой последовательности, не представил дока-
зательств нецелевого редактирования. Тогда как
оставшиеся представляли собой нецелевые моди-
фикации.

В дальнейшем было показано, что для взаимо-
действия комплекса Cas9-sgRNA с геномной ДНК
наиболее критична комплементарность первых 12
нуклеотидов, примыкающих к последовательно-
сти PAM, а несовпадения нецелевой последова-
тельности с гРНК составляют 1–3 п.н.

В недавнем обзоре [47] было обнаружено, что
нецелевые модификации наблюдались у 12 видов
сельскохозяйственных культур, в том числе,
большое число исследований (10 из 28) посвяще-
но идентификации нецелевых эффектов геном-
ного редактирования риса. Например, в случае
трансформации риса (Orysa sativa) с помощью си-
стемы CRISPR/Cas9, опосредованной Agrobacte-
rium tumefaciens, для одной направляющей гРНК
были идентифицированы индели во множестве
сайтов.

Как было показано, риск нецелевого редакти-
рования возрастает со сложностью генома растений
и наиболее вероятен в случае основных продоволь-
ственных культур: пшеницы, ячменя, кукурузы, об-
ладающих большими и сложными геномами. На-
против, низкий уровень нецелевой активности
нуклеазы Cas9 продемонстрирован для редакти-
рованных линий растений томатов, винограда,
цитрусовых и бананов, устойчивых к вирусам,
грибам и бактериям [47, 48].

Частота нецелевых эффектов геномного редак-
тирования. При рассмотрении частоты нецелевых
эффектов, которые могут произойти в результате
геномного редактирования сельскохозяйственных
культур, важно проводить сравнение с частотой из-
менений генома, которые происходят у растений
в естественных условиях. Независимо от источ-
ника генетических изменений мутация у высших
растений может приводить к ошибкам, некото-
рые из которых могут вызывать прямые токсиче-
ские эффекты, снижая синтез белка, разрушая
клеточные мембраны, подавляя рост растений,
приводя к слиянию хромосом или вызывая генети-
ческие изменения в популяции растений, которые
могут быть переданы следующим поколениям. Рас-
тения постоянно подвергаются экологическому
стрессу, в том числе действию ультрафиолетового
излучения, озона и абиотических стрессов (засу-
хи, затопления, загрязнения воздуха и почвы),
которые могут вызывать целый ряд повреждений
ДНК, в том числе одноцепочечные (SSB) и двух-
цепочечные разрывы (DSB) вследствие реакции
на стресс [49]. DSB считаются одной из наиболее
серьезных форм повреждения ДНК, поскольку
они могут вызвать гибель клеток, потерю генети-
ческой информации или генотоксические эф-
фекты, в случае, если не могут быть точно восста-
новлены. У высших растений DSB, в основном,
восстанавливаются по механизму негомологич-
ного соединения концов. Для поддержания ста-
бильности генома, фертильности и генетического
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разнообразия в кодирующих регионах должны
существовать точные механизмы репарации ДНК, а
подверженная ошибкам репарация служит источ-
ником естественных мутационных вариаций,
важных для эволюции растений и полезных для
улучшения сельскохозяйственных культур [50]. В
процессе селекции традиционно создавались му-
тации растений с использованием химических
или физических факторов воздействия, случай-
ным образом индуцируя DSB в геноме и редко
получая желаемые фенотипы.

Например, было показано, что при радиаци-
онном облучении может быть достигнута частота
мутаций от 6.63 × 10–3 на п.н. до 3 × 10–8 на п.н.
[48]. С помощью радиационного мутагенеза было
произведено более 3000 сортов сельскохозяй-
ственных культур, которые используются во всем
мире без нормативной оценки рисков (за исключе-
нием Канады) [51]. В соответствии с Базой данных
ФАО/МАГАТЭ по мутантным сортам (https://nu-
cleus.iaea.org/sites/mvd) на данный момент в ми-
ровом масштабе зарегистрировано 873 мутантных
сорта риса, 307 сортов ячменя, 265 сортов пшени-
цы, 182 сорта сои и т.д.

С другой стороны, в полученной нами выбор-
ке литературных источников были выделены пять
исследований [52–56], в которых проводилось
полногеномное секвенирование растений с ре-
дактированным геномом, и результаты WGS ре-
дактированных растений сравнивались с данными
по спонтанным мутациям, а также с частотой мута-
ций, индуцированных нецелевым химическим му-
тагенезом или облучением. В качестве примера
можно привести сравнение частоты спонтанных
и химически индуцированных мутаций с часто-
той нецелевых эффектов геномного редактирова-
ния для модельного растения Arabidopsis thaliana.

В недавнем исследовании [53] частота спон-
танных гаплоидных однонуклеотидных мутаций
(SNM) для Arabidopsis thaliana (сравнение с этало-
ном “1001 геном”) составляла 6.95 × 10–9 на сайт на
поколение (25 поколений). Частота вставок/деле-
ций составляла 1.30 × 10–9 на сайт на поколение.
Тогда как в случае ЭМС (этилметансульфонат)-
индуцированной химической мутации араби-
допсиса (экотип Landsberg erecta) было показано
[57], что частота мутаций примерно на три поряд-
ка выше: 11 × 10–6 на сайт на поколение.

Что касается геномного редактирования A. thali-
ana, то среди 28 исследований, упомянутых ранее,
только в двух сообщалось о нецелевых эффектах.
В работе [52] авторы получили двойные мутанты,
имеющие одну идентичную нецелевую вставку (с
частотой мутаций по данным WGS, равной 9.8–
97.3%), которая имела два несовпадения с геном-
мишенью.

Таким образом, модификации генома с ис-
пользованием CRISPR/Cas9 или других реаген-

тов геномного редактирования гораздо более сайт-
специфичны, чем аналогичные модификации,
получаемые с использованием традиционных в
селекции растений подходов, а частота DSB, об-
наруженных в нецелевых сайтах, вероятно, сопо-
ставима или ниже, чем частота мутаций, индуци-
рованных естественным путем [8, 9].

Риск геномного редактирования промоторов.
Модуляция экспрессии генов – острая тема для
онтогенеза растений, так как при модификации
(или вставке) промоторных последовательностей
возможно изменение профиля экспрессии любых
генов в геноме растения, что может привести к
изменениям в его развитии. Благодаря этому,
культура может приобрести новые биологические
свойства, которых не было запрограммировано в
референсном геноме. Следовательно, мы можем
рассматривать неспецифическое редактирование
промоторных последовательностей как источник
потенциальных рисков.

В то же время, Сонг с соавторами [58] исследо-
вали прикладное значение SNP в промоторах для
селекции сельскохозяйственных растений. При
изучении накопления антоцианов в сортах зеленой
капусты ими было показано, что SNP в положении
1118 (в геномной ДНК BoDFR1длиной 1580 п.н.)
влияет на уровень (высокий или низкий) экс-
прессии антоцианов. Следовательно, SNP в про-
моторной области может служить ПЦР-маркером
в селекции, направленной на сохранение темно-
зеленой окраски листьев во время сбора урожая
независимо от времени года.

Этот пример показывает, что идентификация
промоторных последовательностей в геноме эука-
риот с помощью компьютерных методов – важная
задача биоинформатики. Однако проблема точ-
ного прогнозирования на сегодня не решена, так
как даже самые лучшие алгоритмы могут предска-
зать один ложноположительный промотор на
103–104 основания ДНК. В результате невозмож-
но отличить истинный промотор в геноме от лож-
ных предсказаний.

Для обнаружения неспецифических (или
скрытых) изменений в геноме растений нами раз-
рабатывается “математический метод расчета
множественного выравнивания для сильно раз-
личающихся последовательностей (MAHDS)”
[59]. MAHDS позволяет строить статистически
значимые выравнивания для нуклеотидных по-
следовательностей, накопивших более 2.5 слу-
чайных замен (х) на один нуклеотид относитель-
но друг друга, а именно в диапазоне от 2.4 до 4.4.

Оригинальные российские математические
методы множественного выравнивания промотор-
ных последовательностей позволяют осуществить
расчет статистически значимых классов потенци-
альных промоторов и оценить затем их пересечения
с потенциальными сайтами нецелевого редакти-
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рования. Данные расчеты для генома риса нахо-
дятся в стадии разработки [60, 61]. Например, в
статье [62] проведено множественное выравнива-
ние последовательностей промоторов генома риса
(как модельного растительного генома), и найдено
37390 промоторов, предположительно неизвестных
генов. Множественные выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей можно рассчитать на сай-
те http://victoria.biengi.ac.ru/mahds/auth (по состоя-
нию на 07 июня 2023 г.).

Таким образом, данный метод – точный ин-
струмент для выявления потенциальных промо-
торов неизвестных генов и прогнозирования воз-
можных рисков.

КОНЦЕПЦИЯ БЕЗОПАСНОГО 
ПРОЕКТИРОВАНИЯ ДЛЯ РАСТЕНИЙ 
С РЕДАКТИРОВАННЫМ ГЕНОМОМ

Концепция безопасного проектирования (да-
лее – БП) еще не получила широкого признания
в биотехнологии, однако с 2009 г. она набирает
популярность в синтетической биологии. Прин-
ципиальные позиции БП, которые делают этот
подход применимым и перспективным для обес-
печения безопасности продукции генетических
технологий, в частности, геномного редактирова-
ния, следующие:

– БП устанавливает, что на стадии концепта
определяются варианты дизайна для минимиза-
ции или предотвращения рисков, а затем они ин-
тегрируются в разработку;

– БП включает безопасность как цель и полез-
ный признак конечного продукта;

– пассивное БП включает интегрирование в
геном инструментов тестирования, контроля или
самоуничтожения;

– БП направлено на безопасность продукта и
связанных процессов на протяжении всего жиз-
ненного цикла: от фазы исследований и разрабо-
ток (R&D) до производства, использования, пе-
реработки и утилизации.

Циклы проектирования в концепции БП по-
вторяются, каждый раз достигая снижения не-
приемлемых рисков за счет использования раз-
личных стратегий.

Рассмотрим далее две стратегии, представляю-
щие интерес для концепции БП в геномном ре-
дактировании растений.

Стратегия 1: разработка взаимосвязи генотип-
фенотип для уменьшения нецелевых эффектов (off-
targets). Реализация этого принципа происходит на
начальной стадии разработки: стадии концепта.

Для реализации редактирования CRISPR/Cas9
используются инструменты биоинформатики с
целью создания гидовой РНК с оптимизирован-
ной длиной последовательности и нуклеотидным

составом для высокоспецифичного распознава-
ния сайта связывания в гене-мишени. В случаях,
когда предполагается внесение вставок (техноло-
гия SDN3), для обеспечения безопасности про-
дукта допускается использование при проектиро-
вании только безопасных генетических элемен-
тов из списков GRAS (General Recognized as Safe,
FDA) в США и QPS (Qualified Presumment of Safe-
ty, EFSA) в ЕС.

Однако анализ базы данных ЕС по культурам с
редактированным геномом [64] обнаружил, что
большинство редактированных сельскохозяй-
ственных растений – продукты технологии SDN1:
рис, кукуруза, соя и пшеница. Садовые растения
(томаты, яблони, ягодные культуры, папайя и др.),
обладающие, например, устойчивостью к биоти-
ческому стрессу и болезням, также получены по
технологии SDN1. Как уже было показано выше,
частота нецелевых мутаций в этих случаях до-
вольно низка.

Однако комплексный анализ рисков должен
включать и иные факторы, например, изменение
уровня нецелевых мутаций с течением времени.

Документально подтверждено [65], что с течени-
ем времени повышается эффективность редактиро-
вания генома с использованием CRISPR/Cas9 в
культивируемых зародышах сои. Этот факт может
указывать на продолжающуюся экспрессию Cas9
во время эмбрионального развития и роста рас-
тений, а также на возможность дозозависимого
(концентрация × время) эффекта, способного
увеличивать число нецелевых мутаций. Анало-
гичные исследования были проведены на сомати-
ческих зародышах какао [66], когда технологией
геномного редактирования было создано несколько
стабильно трансформированных геномов соматиче-
ских эмбрионов. После клонирования и секвениро-
вания биоинформатически спрогнозированных не-
целевых сайтов был задокументирован низкий уро-
вень нецелевого редактирования. В то же время
возникает вопрос, может ли продолжаться редак-
тирование в случае стабильной интеграции sgR-
NA и Cas9? Существует вероятность, что анализ
мутантного дерева какао, достигшего зрелости,
продемонстрирует иной результат с точки зрения
уровня нецелевых изменений и степени риска.

Интересной темой пассивного безопасного
проектирования, пока еще слабо разработанной для
растений, является тестирование генетических
переключателей на стадии концепта, в частности
для временной регуляции экспрессии. В настоя-
щее время наиболее широко используемые хими-
ческие переключатели относятся к группе гормо-
нов, регулирующих рост и развитие растений, что
позволяет точно управлять клеточными процесса-
ми [67]. Примером могут служить переключатели на
основе Cas9-репрессора регуляторных гормональ-
ных жасмонат- и ауксин-зависимых сигнальных
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путей, внедренные в арабидопсис (Arabidopsis
thaliana). Этот инструмент, используемый для ре-
гуляции гормональных сигнальных путей, позво-
ляет управлять стрессоустойчивостью и урожай-
ностью сельскохозяйственных культур. Однако
химические переключатели ограничены с точки
зрения пространственно-временной активации
системы из-за множества молекул-индукторов,
диффузии и общих токсических эффектов.

Стратегия 2: разработка математических ме-
тодов обнаружения искусственных перестроек в
геноме растений. Подходы WGS дают возмож-
ность однозначно характеризовать результаты ре-
дактирования по всему геному. Однако в настоя-
щее время качество и объем геномной информа-
ции для растений недостаточны, и существуют
неопределенности в выявлении мутаций из-за
однонуклеотидных вариаций (аллелей) и невоз-
можности полной сопоставимости изучаемого ге-
нома и эталонного [5]. Локализация потенциаль-
ных нецелевых сайтов в кодирующих областях,
интронах, промоторах, межгенных областях также
очень важна, поскольку от этого зависит степень
риска нежелательных последствий нецелевого ре-
дактирования. Необходимость выявления нецеле-
вых эффектов редактирования генома привела к
разработке методов обнаружения, которые ранее
применялись к прокариотическим системам, но
еще не были распространены на сельскохозяй-
ственные культуры.

Недавняя сравнительная оценка биоинформа-
тических моделей прогнозирования [6] показала,
что для наборов данных различных организмов
(человек, мышь, рыбка данио) корреляция между
предсказанной и фактической эффективностью
гРНК сильно отличается. Одновременно было
установлено, что на данный момент отсутствуют
воспроизводимые правила дизайна гРНК для
различных объектов редактирования.

Учитывая эти нерешенные проблемы, метод
MAHDS поиска неаннотированных потенциаль-
ных промоторов предоставляет новые возможности
для разработки правил дизайна гРНК для растений.
Во-первых, предсказанные потенциальные про-
моторы указывают на местонахождение и позво-
ляют идентифицировать возможные гены. Во-
вторых, если в предсказанных потенциальных
промоторах обнаруживается непреднамеренная
мутация (расположенная не ближе, чем 1000 п. н.
upstream от известных генов), то она должна быть
включена в процесс оценки рисков и принятия
решения. Причина состоит в следующем: известно
[68], что одиночные SNP демонстрируют различную
аффинность связывания факторов транскрипции с
альтернативными аллелями, и нецелевые измене-
ния в промоторных последовательностях могут
иметь функциональные последствия, связанные
с формированием фенотипа.

Потенциальное место безопасного проектирова-
ния в системе регулирования редактированных рас-
тений. Обобщая предложенные стратегии БП для
растений, получаемых геномным редактировани-
ем, рассмотрим их место в системе регулирования
и контроля объектов растительного происхожде-
ния. Предлагаемый подход БП может быть вклю-
чен как дополнительная инструментальная оцен-
ка безопасности (на стадии проектирования и
НИОКР) в действующую систему регистрации
растений, полученных традиционной селекцией.
В табл. 1 приведены этапы и методы предвари-
тельной оценки рисков при разработке и подго-
товке регистрационного досье растений с редак-
тированным геномом.

На стадии концепта нового редактированного
растения (этап 1) стратегия БП предусматривает
выполнение для генома эталонного растения сле-
дующих процедур in silico:

Шаг 1: поиск и идентификация потенциаль-
ных нецелевых сайтов (ПНС) редактирования
стандартными методами BLAST (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Cas-OFFinder (http://
www.rgenome.net/cas-offinder/), или CRISPR-P 2.0
(http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/) или другими.
Анализ выявленных ПНС, принимая во внима-
ние их локализацию: в кодирующих областях, ин-
тронах, промоторах, межгенных участках, так как
от этого зависит степень риска возникновения
нежелательных последствий нецелевого редакти-
рования;

Шаг 2: прогнозирование потенциальных про-
моторных последовательностей (ПП) с помощью
нового вычислительного метода (MAHDS);

Шаг 3: выявление пересечений потенциальных
промоторных последовательностей и потенциаль-
ных нецелевых сайтов. В случае если потенциаль-
ные нецелевые мутации попадают в область потен-
циальных промоторов, предсказанных MAHDS,
прогнозируемый риск редактированного расте-
ния может быть высоким;

Шаг 4: редизайн с целью снижения потенци-
альных рисков. Итерации дизайна гРНК и выбор
Cas для снижения рисков.

В то же время следует учитывать, что безопас-
ность является общественной ценностью, и вос-
приятие биобезопасности может различаться у
разных заинтересованных сторон. Имеются в ви-
ду предварительные консультации разработчиков
с регистрирующими органами и общественно-
стью на этапе 1 с целью доказательства реализуе-
мости концепта. Такой подход применяется на
практике, например, в Аргентине [28]. Концеп-
ция БП допускает участие различных экспертов и
заинтересованных сторон в каждом редизайне,
выявлении рисков и определении факторов, не-
обходимых для обеспечения безопасности.
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На этапе 2, когда растение с редактированным
геномом уже получено, стратегией БП предлагает-
ся, как более быстрый и экономичный вариант,
проведение экспериментального анализа предска-
занных потенциальных нецелевых сайтов. Приня-
тие решения может рассматривать и учитывать
различные варианты.

Первый случай, когда нецелевые изменения в
ПНС не выявлены, это позволяет перейти к даль-
нейшим лабораторным исследованиям соответ-
ствия внесенных редактированием целевых изме-
нений генома растения его фенотипу.

Во втором случае, при обнаружении в ПНС
нецелевых изменений, можно рекомендовать
следующий этап: проведение WGS исходного и
редактированного геномов растения и их сравни-
тельный анализ с поиском положения внесенных
делеций, вставок или больших хромосомных пе-
рестроек. В зависимости от полученных данных
может проводиться оценка рисков и принятие ре-
шения о биобезопасности редактированной
культуры.

Редактированные растения, получившие
оценку “низкий риск”, потенциально могут про-
ходить процедуры регистрации по аналогии с тра-
диционными сортами. Например, в России за го-
сударственную регистрацию и регистрационные
испытания нового сорта или гибрида, отвечает
Государственная комиссия по испытанию и охране
селекционных достижений (ФГБУ “Госсорткомис-
сия”, Россия). В случае пищевого применения
культуры проводятся дополнительные испытания и
регистрация в соответствии с Техническим регла-
ментом Таможенного союза 021/2011 “О безопасно-
сти пищевых продуктов”. В комплекс исследова-
ний для растений, полученных традиционной се-
лекцией, входят: токсичность, аллергенность,
нутриентный состав, пищевая ценность и др. в за-
висимости от категории продукта (детское пита-
ние, функциональное питание, продукты пита-
ния и др.). Несомненно, что в каждой стране есть
свои нормативные требования к традиционным
сортам и продуктам питания.

Следует отметить, что, в целом, в разных стра-
нах модели правового регулирования и подходы к
контролю безопасности использования растений
с редактированным геномом существенно разли-
чаются. Бразилия и Аргентина стали пионерами
биотехнологических инноваций, выведя редакти-
рованные растения из-под ограничительного ре-
гулирования. В Аргентине, в соответствии с зако-
нодательством, регистрация, контроль и надзор в
области геномных технологий осуществляется на
основе риск-ориентированного подхода, разра-
ботанного с учетом научно-технических критери-
ев, прежде всего наличия новой комбинации ге-
нетического материала в растении [28]. Несо-
мненно, 2022 г. был плодотворным для выпуска

новых правил для редактированных растений.
Так, новые Филиппинские правила [69] преду-
сматривают процесс дифференциации регулиро-
вания растений с редактированным геномом от
ГМО. Эти правила гласят, что продукты, в кото-
рых отсутствует новая комбинация генетического
материала, будут соответствовать по нормативно-
правовому статусу традиционной продукции.
Индия [70] объявила об освобождении редакти-
рованных растений, не несущих чужеродных ге-
нов, от обязательной обработки как ГМО. ЕС
длительное время занимал противоположную по-
зицию, но 5 июля 2023 г. Европейская комиссия
внесла “Предложение о Регламенте для растений,
полученных с помощью некоторых новых геном-
ных технологий (NGT), и пищевых продуктах и
кормах из них, а также о внесении поправок в Ре-
гламент (ЕС) 2017/625” [71]. Впервые в ЕС вво-
дится новый термин – “Растение NGT”, который
означает “генетически модифицированное рас-
тение, полученное путем направленного мутаге-
неза, цисгенеза, интрагенеза или их комбинации,
при условии, что растение NGT не содержит ка-
кого-либо генетического материала, выходящего
за пределы генофонда селекционеров, и который
мог быть временно вставлен при разработке”. В
рамках этого определения “растения NGT кате-
гории 1” считаются эквивалентными растениям,
выведенным традиционным путем, и больше не
потребуют предварительной оценки рисков на
индивидуальной основе.

В России система регулирования вступает в
новый этап: реформирование концепции россий-
ского законодательства в сторону регулирования,
ориентированного не на процесс – генную инже-
нерию, а на безопасность “продукта” генетиче-
ских технологий (продукт-ориентированное ре-
гулирование) [72].

Австралия в 2021 г. обновила свой Закон о ген-
ных технологиях 2000 г., однако концепция про-
цесс-ориентированного подхода была сохранена:
“метод, используемый для модификации орга-
низма – центральный для определения того, яв-
ляется ли организм ГМО” [73]. В то же время “Ре-
гулятор генных технологий” (OGTR) исключает
растения с модификацией типа SDN-1 из регули-
рования ГМО, в то время как организмы с моди-
фикацией SDN-2 и SDN-3 относит к ГМО. Ав-
стралийские правила не принимают во внимание
число нуклеотидных замен, вставок, делеций, а
также возможность обнаружения полученной
нуклеотидной последовательности у совмести-
мых видов.

Законодательство некоторых стран не так чув-
ствительно к научно-техническим прорывам. Хо-
роший пример – Канада, где используется модель
оценки безопасности продукции независимо от
способа получения, и также независимо разраба-
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тываются критерии оценки безопасности любого
нового продукта, поступающего на рынок. В но-
вом канадском руководстве от 18 мая 2022 г. [74]
установлено, что к редактированным культурам
следует относиться как к традиционным культу-
рам (т.е., без проведения предварительной оцен-
ки безопасности, применяемой к ГМ растениям)
в тех случаях, когда пищевой продукт на их осно-
ве не является новым продуктом питания.

***
Технология геномного редактирования про-

должает развиваться, и сегодня с ее помощью
можно эффективно получать желаемые измене-
ния генома, ведущие к получению новых видов и
сортов растений. Данный обзор показал, что не-
целевые эффекты, связанные с технологией ге-
номного редактирования, не являются критиче-
скими, их можно выявить и минимизировать за
счет улучшения таргетинга и методологий без-
опасного проектирования.

Разработанные стратегии безопасного проек-
тирования с использованием нового инструмента
биоинформатики (MAHDS) применимы в каче-
стве биоинформатической поддержки принятия
решений о редизайне на стадии концепта редакти-
рованного растения и достижения оптимального
баланса риск-желаемый фенотип. Этот подход бу-
дет в перспективе способствовать ограничению
процедур по оценке рисков и сосредоточению
процесса принятия решений на биоинформати-
ческом анализе, WGS и молекулярной характери-
стике продуктов генной инженерии.
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Using New Bioinformatics Strategies
at the Design Stage of Genome-edited Plants

I. V. Yakovlevaa, * and A. M. Kamionskayaa

a Skryabin Institute of Bioengineering, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312 Russia

*e-mail: iacgea@biengi.ac.ru

The identification of risks associated with novel agricultural products of plant origin obtained via genome ed-
iting is an important aspect of genetic engineering. An extensive discussion is currently ongoing worldwide to
clarify the similarities and differences between the “old” risks of “classic” GM plants and the “new” ones as-
sociated with genome editing, the lack of existing methods for identification and assessment of new risks. We
propose here the concept of “safe by design” as applied to protection that is a new interesting tool that intro-
duces good known standards of safety into plant bioengineering. This approach states that design options are
identified to minimize or prevent risks and off-target of genome editing at the concept stage. The correlation
between experimentally determined and in silico predicted off-target gRNA activity is a major challenge in the
CRISPR system application. Today the most studies are focused on efficiency of gRNA design, while we pay
attention specifically to the bioinformatics search and study of potential promoters, as the potential risk as-
sociates with a possible unplanned change in the transcriptional activity of promoters. We conveyed these
strategies in the form of a risk assessment framework for regulation of new genetic technologies.

Keywords: plant genome editing, risk assessment, biosafety, bioinformatics, off-targets



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2023, том 59, № 6, с. 538–550

538

МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ И ПЕРСИСТЕНЦИИ ПРОДУКЦИИ
IgE И ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ИННОВАЦИОННЫЕ СРЕДСТВА 

ТЕРАПИИ АЛЛЕРГОПАТОЛОГИЙ (ОБЗОР)
© 2023 г.   Д. Б. Чудаков1, *, М. В. Коновалова1, М. А. Стрельцова1,

О. А. Шустова1, А. А. Генералов1, Г. В. Фаттахова1

1 Институт биоорганической химии им. акад. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва, 117997 Роосия
*e-mail: boris-chudakov@yandex.ru
Поступила в редакцию 27.04.2023 г.

После доработки 17.06.2023 г.
Принята к публикации 06.07.2023 г.

Обзор посвящен анализу основных механизмов формирования IgE-продуцирующих клеток в организ-
ме и краткому обзору основных средств-кандидатов для использования в инновационных методах тера-
пии IgE-зависимых патологий. Представлены данные, согласно которым роль IgE+ плазматических
клеток и различных субпопуляций В-лимфоцитов памяти в формировании и персистенции состояния
сенситизации на безвредный аллерген различается в зависимости от используемой модельной си-
стемы или исследуемого клинического случая. Следовательно средства, мишенями которых явля-
ются сигнальные пути, участвующие в регуляции как плазматических клеток, так и В-лимфоцитов
памяти особенно перспективны в терапии аллергических заболеваний. Авторы делают выводы, что
в качестве таких мишеней наиболее перспективны компоненты клеточного ответа на окислитель-
ный стресс и связанные с ним генотоксический стресс и стресс ЭПР, поскольку все они прямо или
косвенно влияют на процессы, регулирующие обе эти субпопуляции и вовлечены в процесс форми-
рования и поддержания локального аллергического воспаления. В обзоре приведены данные, ука-
зывающие на особую перспективность использования в этой связи наночастиц благородных метал-
лов и комплексов редкоземельных металлов лантаноидов, ввиду их способности индуцировать в ма-
лых дозах долговременные эффекты в связи с изменением свойств клеток врожденного иммунитета
и длительным накоплением в организме.

Ключевые слова: IgE, B-лимфоциты, астма, клеточный стресс, окислительный стресс, низкомолеку-
лярные фармакологические ингибиторы, неорганические наночастицы
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В настоящее время по всему миру, в особенно-
сти в развитых странах, наблюдается значитель-
ное увеличение числа больных с аллергическими
заболеваниями, обусловленными формированием
продукции IgE на безвредные антигены [1, 2]. К по-
добным патологиям относятся аллергическая аст-
ма, аллергический ринит, атопический дерматит,
аллергический конъюнктивит [1–4]. Несмотря на
то, что изучением механизмов, ответственных за
формирование и персистенцию продукции IgE,
занимаются многие исследовательские группы,
как в России [5, 6], так и за рубежом [1, 7], меха-
низмы данных процессов пока еще не достаточно
поняты. Одной из важнейших пока не разрешен-
ных проблем является вопрос о роли различных
субпопуляций В-лимфоцитов и плазматических
клеток в персистенции состояния IgE-опосредо-
ванной сенсибилизации организма к аллергенам
и механизмы формирования таких субпопуляций.
Без понимания этих вопросов невозможна разра-

ботка новых методик аллерген-специфической
иммунной терапии, которые были бы направле-
ны не просто на индукцию синтеза протективных
антител, блокирующих связывание аллергена с
IgE на поверхности базофилов и тучных клеток
[8, 9], но и на элиминацию существующих проду-
центов и их непосредственных предшественников.

Согласно классической точке зрения, форми-
рование В-лимфоцитов, продуцирующих изотипы,
отличные от IgM и IgD, происходит всегда в гер-
минальных центрах – структурах, формируемых в
В-клеточных фолликулах корковой зоны лимфа-
тических узлов [10, 11]. В процессе первичного
иммунного ответа из этих структур развиваются
как плазматические клетки – терминально диф-
ференцированные клетки, характеризующиеся
развитым секреторным аппаратом и ответственные
за продукцию антител, так и В-лимфоциты памяти,
сохраняющие экспрессию мембранных изоформ
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соответствующих Ig, не продуцирующие раство-
римых антитела, но способные при новой встрече
с антигеном к пролиферации и дифференцировке
в процессе вторичного иммунного ответа [12, 13].
Вследствие малочисленности IgE+ B-лимфоцитов и
наличия на поверхности большинства В-лимфо-
цитов и плазматических клеток низкоаффинного
рецептора к IgE молекулы CD23, способной свя-
зывать IgE, продуцируемой другими клетками,
определение “истинных” IgE+ B-лимфоцитов и
плазматических клеток сильно затруднено [14, 15].
Несмотря на достаточно большой промежуток
времени, в течение которого вопрос изучался раз-
ными исследовательскими группами, конкретные
клеточные субпопуляции, ответственные за пер-
систенцию IgE-опосредованной сенсибилизации,
и их точная локализация пока не определены од-
нозначно. Результаты исследований аллергических
моделей с использованием лабораторных живот-
ных, получаемые разными группами оказываются
противоречивыми и не всегда согласуются с дан-
ными, получаемыми в клинической практике.
Вследствие существенных различий в механизмах,
обеспечивающих персистенцию В-клеток памяти
и плазматических В-клеток, спектр средств, на-
правленных на специфическую их элиминацию
из организма в том и в другом случае будет суще-
ственно различным.

Целью данного обзора является краткое обоб-
щение наиважнейших данных, полученных в по-
следние годы относительно выявления субпопу-
ляций, ответственных за персистенцию состоя-
ния IgE-зависимой сенсибилизации, механизмов
их формирования и поддержания в организме.
Кроме того, будут приведены некоторые данные
о потенциальных мишенях, на которые могут быть
направлены новые средства этиотропной терапии
аллергических заболеваний, направленные на
элиминацию IgE-продуцентов и их предшественни-
ков, и кратко описаны некоторые потенциальные
инновационные средства терапии аллергопатоло-
гий.

ФОРМИРОВАНИЕ IgE+ B-ЛИМФОЦИТОВ

Общеизвестно, что формирование В-лимфо-
цитов, продуцирующих антитела классов IgG и
IgA в ответ на чужеродный антиген, происходит с
участием герминальных центров В-клеточных
фолликул коровой зоны лимфатических узлов [5,
11]. В то же время ряд клинических данных, соглас-
но которым наличие по крайней мере в некоторых
случаях повышенной по сравнению со здоровыми
донорами продукции IgE у больных с разными фор-
мами аллергии не сопровождается повышенной
продукцией IgG (IgA) [16, 17], либо по крайней
мере на отсутствие корреляции между продукцией
IgE и другими субклассами [18, 19], может указы-

вать на наличие особенного пути формирования
IgE-продуцентов.

Так, в работах начала 2010-х годов было пока-
зано, что IgE+ B-лимфоциты в герминальных
центрах очень малочисленны и быстро исчезают
из данных структур в процессе их созревания, что
обуславливается склонностью подобных клеток
к апоптозу [20, 21]. Формирование герминаль-
ных центров требует индукции как в В-, так и в
Т-лимфоцитах, экспрессии транскрипционного
репрессора Bcl6 (белок 6 В-клеточной лимфомы)
[10]. Однако ранее было установлено, что тран-
скрипционный репрессор Bcl6 препятствует пе-
реключению В-лимфоцитов на синтез IgE, в осо-
бенности прямому переключению с IgM на IgE
[22]. Эти данные вступают в противоречие с клини-
ческой практикой, указывающей на персистенцию
IgE-продукции и переключения на IgE у больных
с аллергией I-го типа [2–4], что косвенно указывает
на возможную роль герминальных центров как
структур, ответственных за формирование долгожи-
вущих В-лимфоцитов памяти и плазматических кле-
ток [10, 11], в иммунном ответе на аллергены [2–4].
Помимо герминальных центров, В-лимфоциты
при активации формируют экстрафолликуляр-
ные фокусы, располагающиеся в медуллярной
зоне лимфатических узлов и не требующие на
зрелых стадиях экспрессии Bcl6 в В-лимфоцитах
[23]. Логично было бы предполагать участие
именно данных структур в формировании про-
дукции IgE. Действительно, согласно некоторым
ранним и более новым данным, переключение
изотипов может происходить и вне герминальных
центров [24, 25]. Однако в экстрафолликулярных
фокусах образуются в основном короткоживущие
плазмабласты, не способные к формированию
долговременных плазматических клеток и В-кле-
ток памяти [15].

В связи с этим доминирующей на сегодняшний
день является точка зрения, согласно которой пере-
ключение В-лимфоцитов на синтез IgE происходит
двумя основными путями. Во-первых, прямым
путем с изотипа IgM в ходе первичного иммунного
ответа в ранних герминальных центрах, при этом
формирующиеся IgE+ клетки быстро покидают
герминальные центры и развиваются далее экс-
трафолликулярно в короткоживущие плазмабласты
[20, 21]. Во-вторых, последовательно через изотип
IgG1, особенно при вторичной встрече с аллерге-
ном [26]. Ряд работ указывают на преобладание
последовательного переключения при формиро-
вании продукции IgE. Согласно опубликованным
данным, при первичном иммунном ответе форми-
руются несколько субпопуляций В-клеток памяти,
наиболее важные из которых PD-L2+CD80–CD73–,
PD–L2+CD80+CD73– и PD-L2+CD80+CD73+. При
повторной встрече с антигеном только последняя
субпопуляция склонна к быстрому переключе-
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нию на последующие изотипы, в том числе на IgE
(обычно с IgG1-изотипа), а первые две формиру-
ют герминальные центры вторичного иммунного
ответа [26, 27]. Таким образом, формирование
продукции IgE и герминальных центров при вто-
ричном ответе могут быть не связанными друг с
другом, хотя само по себе формирование  B-
клеток памяти при первичном иммунном ответе,
в том числе и способных к последовательному пе-
реключению на IgE, происходит в герминальных
центрах. [26]. Результаты, полученные на экспе-
риментальных моделях, подтверждаются данны-
ми новых работ по анализу образцов из миндалин
и назальных полипов больных аллергическим ри-
нитом и астмой, у которых формирование про-
дукции IgE происходило экстрафолликулярно,
или по крайней мере не было связано с индукци-
ей герминальных центров [28, 29]. Данные по се-
квенированию транскриптома единичных IgE+

плазматических клеток указывают на то, что по-
следние имеют генную сигнатуру, более близкую
к таковой у IgG1+ плазмабластов, чем у  плаз-
матических клеток, отличаются “незрелостью” и,
следовательно, скорее всего формируются экс-
трафолиикулярно [30].

Такой механизм формирования продукции
IgE объясняет, в частности, смысл переключения
В-клеток как на IgG4 (IgG1 у мышей), так и на IgE
при стимуляции цитокином ИЛ-4 in vitro [31, 32].
У аллергиков активируемый ИЛ-4 STAT6 стиму-
лирует переключение именно на IgE. Это можно
объяснить не только участием дополнительных
транскрипционных факторов, таких как NFIL3
[33], меняющих активность STAT6, но и тем, что
при первичном иммунном ответе у предрасполо-
женных к аллергии лиц формируется больше тех

 клеток, которые в дальнейшем способны не
к вторичному формированию герминальных цен-
тров, а к переключению с IgG1 на IgE. Однако не-
смотря на наличие в литературе сведений о повы-
шенной продукции IgG4 на аллерген у больных в
сравнении со здоровыми донорами [34, 35], нами
ранее было показано отсутствие достоверной раз-
ницы по продукции специфического IgG в целом
и IgG4 в частности между больными и здоровыми
донорами [17], что согласуется с другими литера-
турными данными [18, 19].

Таким образом, новейшие сведения о молеку-
лярных механизмах переключения предполагают
модель, согласно которой состояние сенсибили-
зации к аллергену объясняется существованием

 (у человека IgG4-субкласс) В-лимфоцитов
памяти, формируемых в герминальных центрах,
способных к быстрой вторичной (в том числе в
экстрафолликулярных фокусах) дифференцировке
в короткоживущие IgE+ плазматические клетки и

1IgG+

1IgG+

1IgG+

1IgG+

плазмабласты при вторичной встрече с аллерге-
ном [15, 26]. В этом случае именно В-лимфоциты
памяти ответственны за сохранение состояния
сенсибилизации. Такие сведения получены на
моделях с использованием лабораторных животных
[15, 26], однако, это противоречит тем клиниче-
ским данным, которые указывают на отсутствие
корреляций между продукцией IgE и IgG4 у паци-
ентов с разными формами IgE-зависимой аллер-
гии [16–19]. Кроме того, несмотря на повышение
содержания IgE в крови при новой встрече с ал-
лергеном, существенная продукция IgE сохраняет-
ся у больных и при длительном отсутствии контакта
с таковым [1, 4]. Следовательно, можно предпо-
ложить, что существует иной клеточный механизм,
связанный с сохранением состояния сенситизации
за счет существования долго живущих IgE+ плаз-
матических клеток. Ниже будут рассмотрены ре-
зультаты работ, целью которых было выявление
подобных клеток.

ДОЛГОЖИВУЩИЕ IgE+ ПЛАЗМАТИЧЕСКИЕ 
КЛЕТКИ – АРГУМЕНТЫ “PROS AND CONS”

Приведенные выше данные о малой вероятности
формирования IgE+ В-лимфоцитов в рамках герми-
нальных центров, по-видимому, не подтверждают
гипотезу прямого формирования IgE+ плазмати-
ческих клеток из наивных В-лимфоцитов после
первичного контакта с антигеном. Важно также
подчеркнуть, что согласно результатам, получен-
ным в работе Yang et al., формирующиеся IgE+

плазматические клетки сохраняют поверхностную
экспрессию мембранной изоформы Ig в отличие
от дифференцирующихся плазматических клеток,
продуцирующих других классы Ig [21]. Кроме того,
сигнальный путь, запускаемый при активации
антигеном В-клеточного рецептора типа IgE,
приводит к изменению внутриклеточной локали-
зации анти-апоптотического белка миохондрий
Hax1 и индукция апоптоза [36]. Представленные
результаты в совокупности делают предположение
о ведущей роли IgE+ долгоживущих плазматиче-
ских клеток в сохранении состояния сенситизации
у больных при постоянной ре-экспозиции аллер-
гена маловероятным. Было также показано, что
одной из особенностей IgE+ ранних плазматиче-
ских клеток является слабая миграция по направ-
лению градиента хемокина CXCL12 (не связан-
ная с меньшей экспрессией его рецептора CX-
CR4), что препятствует их миграции в костный
мозг и сохранению там длительное время [37], в
связи с чем формирование долгоживущих IgE+

продуцирующих клеток очень затруднено, если
возможно. Кроме того, IgE+ плазматические клетки
экспрессируют меньше S1PR1 рецептора к сфин-
гозин-1-фосфату, необходимого для выхода клетки
из герминального центра и начальных этапов ми-
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грации из лимфоузлов [36]. Последние данные
указывают на то, что IgE+ B-лимфоциты характе-
ризуются повышенной экспрессией на поверхно-
сти молекул CD19, CD79a/b, BAFF-R, IL4RA,
индуцирующих продолжительный тонический
выход ионов кальция в цитоплазму и особый ва-
риант кальций-зависимого сигнального каскада,
активирующего в конечном итоге кальциневрин-
B1 – Bcl2L11 – зависимый апоптоз [38].

Тем не менее наличие относительно стабиль-
ной продукции специфического IgE у больных с
различными видами IgE-зависимой гиперчув-
ствительности должно указывать на существова-
ние долгоживущих IgE+ плазматических клеток
[1–4], что также подтвердили исследования на
клиническом материале [30]. Однако в данной
работе анализ транскриптома таких клеток ука-
зывал на их принадлежность скорее к незрелым
плазмабластам, чем к зрелым долгоживущим
плазматическим клеткам [30]. Несмотря на это, в
некоторых моделях аллергии на лабораторных
животных существование IgE+ плазматических
клеток было подтверждено экспериментально.
Так, в модели пищевой аллергии было показано
не только формирование IgE+ B-клеток памяти
уже при первичном иммунном ответе, но и их
крайне длительную персистенцию в организме
[39]. Результаты более новой работы указывают
на то, что при относительно кратковременном
(4 недели) поступлении аллергена через слизи-
стые организма, несмотря на индукцию кратко-
временного IgE-ответа, формирование IgE-экс-
прессирующих плазматических клеток практиче-
ски не происходит. При длительном (15 недель)
поступлении аллергена наблюдается их формиро-
вание и миграция в костный мозг, как и в случае
плазматических клеток других изотипов [40]. При
явной экспрессии транскрипционного фактора
Blimp1, определяющего программу развития
плазматических клеток, не все IgE+ клетки, ми-
грировавшие в костный мозг, экспрессировали
CD138, что могло приводить к недооценке их ко-
личества в более ранних работах [40].

Наиболее вероятно, что в генерации и поддер-
жании продукции специфического IgE могут
участвовать как долгоживущие В-лимфоциты па-
мяти, в том числе и иных изотипов, дифференциру-
ющихся в IgE+ при повторном попадании аллергена
в организм, так и собственно IgE+ B-клетки памяти.
Роль этих двух различных субпопуляций в разных
системах может быть различна. Таким образом
очевидно, что в качестве мишеней для разработки
средств, направленных на элиминацию IgE-проду-
цирующих клеток и их предшественников, необхо-
димо выбирать сигнальные пути, которые имеют
значение для функционирования этих обеих суб-
популяций.

IgE+ ПЛАЗМАТИЧЕСКИЕ КЛЕТКИ
И В-ЛИМФОЦИТЫ ПАМЯТИ – СВЯЗЬ 

С СИГНАЛЬНЫМИ ПУТЯМИ, 
ВОВЛЕЧЕННЫМИ В КЛЕТОЧНЫЙ ОТВЕТ 

НА РАЗНЫЕ ТИПЫ СТРЕССА
Общеизвестно, что одними из универсальных

сигнальных путей, работающих во многих типах
клеток, являются сигнальные пути, ответствен-
ные за клеточный ответ на разные типы стресса.
Различают три основных типа клеточного стресса –
это окислительный стресс, возникающий вслед-
ствие повреждающего влияния активных форм
кислорода (АФК) на различные клеточные
структуры [41], генотоксический стресс, возника-
ющий в ответ на различные типы повреждения
ДНК [42, 43], и стресс эндоплазматического ре-
тикулума (ЭПР), вызываемый накоплением де-
фолдированных белков в ЭПР [44, 45]. Хотя с
АФК связывают активацию многих сигнальных
путей, в том числе анти-апоптотического и важ-
ного для пролиферации иммунных клеток MAP-
киназного [46, 47], основным специфическим
сигнальным механизмом, ответственным за за-
щиту клеток от АФК и активирующийся ими, яв-
ляется Keap1-Nrf2-сигнальный путь [48, 49].
Кратко его суть заключается в том, что экспрес-
сируемый транскрипционный фактор Nrf2 в ци-
топлазме клетки связывается с белком Keap1, ко-
торый катализирует его убиквитинирование и де-
градацию. АФК окисляют свободные тиоловые
группы остатков цистеина Keap1, что приводит к
снижению его сродства с Nrf2 и диссоциации от
последнего, в результате чего Nrf2, накапливаясь
в ядре, активирует экспрессию генов ферментов
антиоксидантной защиты [48, 49]. Основными “иг-
роками” в клеточном ответе на повреждение ДНК
являются серин/треонинкиназы ATM и ATR, а
также ДНК-протеинкиназы, фосфорилирование
мишеней которых останавливает клеточный цикл
и запускает экспрессию компонентов системы ре-
парации ДНК [50]. Наконец, “классический”
стресс ЭПР активирует три различных независи-
мо активируемых, сигнальных пути – IRE1a-за-
висимый, PERK-зависимый и ATF6a-зависимый
[51, 52]. При этом IRE1a, обладая эндонуклеазной
активностью, не только уменьшает общий пул
мРНК в клетках и снижает синтез белка, но и ответ-
ственна за специфический сплайсинг мРНК
транскрипционного фактора XBP-1, усиливая его
экспрессию и накопление. Одной из мишеней
XBP-1 являются последовательности ДНК, коди-
рующие молекулярный шаперон GRP78, а также
белок CHOP, обладающий про-апоптотической
активностью. Накопление дефолдированных
белков индуцирует диссоциацию GFP78 из его
комплексов с люменальными доменами белков
IRE1a и PERK в ЭПР. Это приводит к изменению
конформации последних, олигомеризации и
аутофосфорилированию, что запускает соответ-
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ствующие сигнальные пути. PERK является ки-
назой, фосфорилирующей фактор eIF2a, что ве-
дет к остановки синтеза большинства белков, за
исключением некоторых белков, выполняющих
про-апоптотическую роль [51, 52]. ATF6a – транс-
мембранный белок аппарата Гольджи, который
при возникновении стресса ЭПР подвергается
ограниченному протеолизу, в результате чего его
часть, обращенная в цитоплазму, диссоциирует и
транспортируется в ядро, где выполняет роль тран-
скрипционного фактора. Сигнальные пути с уча-
стием IRE1a и ATF6a в основном выполняют ан-
тиапоптотическую функцию и ответственны за
усиление синтеза шаперонов и липидов ЭПР. Ес-
ли стресс ЭПР сохраняется, тогда в CHOP иници-
ирует апоптоз в клетке.

Известно, что вышеописанные сигнальные пути
играют очень важную роль в регуляции функции
адаптивных В- и Т-лимфоцитов. Так, окисли-
тельный стресс средней интенсивности необходим
для индукции дифференцировки антителопроду-
цирующих клеток [53]. Окислительный стресс в
Т-лимфоцитах стимулирует продукцию ИЛ-4 [54].
Генотоксический стресс малой интенсивности в
В-лимфоцитах стимулирует дифференцировку
герминальных центров, а в случае большей ин-
тенсивности может ингибировать данный процесс
(путем фосфорилирования фактора Bcl6 киназой
ATM и его последующей деградации) [55, 56].
Индукция гомеостатического стресса ЭПР явля-
ется частью обычной программы развития плаз-
матических В-клеток. В классическом варианте
дифференцировка плазматических клеток связа-
на только с активацией IRE1-зависимого и ATF6-
зависимого сигнальных путей, способствующих
выживанию [57]. Недавно была выявлена поло-
жительная корреляция секреции IgE и экспрес-
сией CHOP, GRP78 в назальных образцах больных
аллергическим ринитом, что предполагает нали-
чие дополнительного PERK-зависимого пути при
продукции IgE [58]. Принимая во внимание уни-
кальное строение молекул IgE и особенности
процессов созревания их аффинности, предстоит
выяснить, какая из ветвей ЭПР стресса домини-
рует в IgE+-продуцирующих В клетках.

Весьма важно, что процессы в тканевых клетках,
подвергающихся действию агентов, индуцирующих
клеточный стресс, также могут оказывать стиму-
лирующее влияние на синтез про-аллергических
антител. Активные формы кислорода способны
повреждать клетки эпителиального барьера [59],
что приводит к высвобождению из них аларми-
нов (АТФ [60], мочевой кислоты [61] и других), и
продукции тканевых цитокинов (ИЛ-33 и тимусно-
го стромального лимфопоэтина) [62], активирую-
щих различные звенья врожденного и адаптивного
иммунитета в сторону развития воспаления 2-го ти-
па [62]. Действительно, в моделях аллергии на ла-
бораторных животных была подтверждена связь

аллергического воспаления не только с тканевым
окислительным стрессом [59, 63], но также и с ге-
нотоксическим [59, 64], и стрессом ЭПР [65].

Согласно одной из ведущих гипотез, развивае-
мой в литературе с начала 2000-х годов, увеличе-
ние числа и распространенности аллергических
заболеваний в развитых странах объясняется небла-
гоприятным действием аэрополлютантов, в особен-
ности частиц, являющихся продуктами неполного
сгорания дизельного топлива и их компонентов,
полициклических ароматических углеводородов
(ПАУ), на иммунную систему [3, 67, 68]. В недав-
них работах было обнаружено, что именно ПАУ,
адсорбированные на частицах, обладают адъювант-
ной активностью, которая усиливала формирова-
ние продукции IgE и развитие астмы у мышей [69].
Кроме того, прототипный ПАУ бензо(а)пирен спо-
собен индуцировать аллергическое воспаление,
аналогичное возникающему под воздействием
целых частиц [70–73], что было подтверждено на-
ми в последних опытах (результаты готовятся к
публикации). Нами также были выявлены адъ-
ювантные свойства частиц дизельного топлива на
индукцию аллерген-специфических антител [74].
Известно также, что избыточная масса тела и свя-
занные с этим процессы в жировой ткани явля-
ются причиной усиления симптоматики аллерги-
ческих заболеваний [75, 76]. Полагают, что как в
случае индукции воспаления под действием аэро-
поллютантов [77], так и в случае ожирения [78],
ведущую роль на начальных стадиях может играть
именно клеточный ответ на окислительный стресс
и, следовательно, на связанные с ним стресс ге-
нотоксический [65] и стресс ЭПР [66]. Таким об-
разом, сигнальные пути, ответственные за кле-
точный ответ на данные типы стресса, являются
первыми кандидатами при поиске молекулярных
мишеней этиотропной терапии IgE-зависимых
патологий.

Известно, что AMP-зависимая протеинкиназа
(AMPK) регулирует как формирование В-лимфо-
цитов памяти после реакции первичного иммунно-
го ответа, так и плазматических клеток. В случае
плазматических клеток она подавляет продукцию
ими иммуноглобулинов и, ингибируя митофагию,
приводит к накоплению активных форм кислоро-
да в клетках, что вызывает их гибель. В случае В-
клеток памяти она напротив необходима для их
дифференцировки [79]. Таким образом, эффект
AMPK на вторичный иммунный ответ может раз-
личаться в зависимости от того, в каких именно
клетках она активна преимущественно. Несмотря
на это AMPK-зависимый сигнальный каскад также
является довольно универсальным для В-лимфо-
цитов памяти и плазматических клеток. В Т-лим-
фоцитах данный фермент также играет важную
роль, стимулируя экспрессию Bcl6 и последую-
щую дифференцировку в Т-фолликулярные хел-
перы [80]. Если принять во внимание это обстоя-
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тельство и допустить, что экстрафолликулярная
активация, но не активация герминальных цен-
тров, играет преимущественную роль в продук-
ции IgE (что было показано другими [28, 29] и нами
[81]), можно предположить что активация AMPK
должна ингибировать продукцию про-аллергиче-
ских IgE антител, поскольку: 1) AMPK-зависимая
дифференцировка Т-фолликулярных хелперов
[80], важных компонентов реакции герминального
центра [10, 11], потенциально способна сместить
активацию В-лимфоцитов в сторону формирования
герминальных центров за счет усиления вероят-
ности формирования контактов В-лимфоцитов с
увеличенным числом Т-фолликулярных хелперов;
2) AMPK ингибирует продукцию иммуноглобули-
нов терминально дифференцированными плазма-
тическими клетками [79]. Согласно первоначально
полученным данным нокаут AMPK-киназы в В-
лимфоцитах не оказывает достоверного влияния
на первичный иммунный ответ на Т-зависимый
антиген [82]. Тем не менее, результаты более но-
вой работы показывают, что при таком селектив-
ном нокауте происходит небольшое, но достовер-
ное усиление первичного иммунного ответа на
NP-KLH [83]. Таким образом, при системном
введении активатора AMPK AICAR преобладает
влияние, связанное с функцией Т-лимфоцитов [80],
происходит активация Т-зависимого иммунного
ответа, что как раз объясняется косвенным через
активацию Т-фолликулярных хелперов [80]. Од-
нако в случае, если во вторичном иммунном отве-
те на аллерген превалирующая роль принадлежит

 В-клеткам памяти, дифференцирующимся
в IgE-продуценты, как в работе [26], в таком слу-
чае активация AMPK может быть необходима для
продукции IgE. Это также следует из результатов
работы [83], согласно которым активность AMPK
киназы в В-лимфоцитах памяти важна для их вы-
живания. Возможно, существует еще один путь,
по которому активация AMPK может косвенно
оказывать влияние на продукцию IgE и аллерги-
ческое воспаление в целом. Известно, что актива-
ция данной киназы в В-лимфоцитах важна для
индукции экспрессии IgD-изоформы В-клеточ-
ного рецептора [82]. Последние работы показали,
что секреторная изоформа IgD связывается с ба-
зофилами (но не тучными клетками) и в присут-
ствии антигена индуцирует секрецию базофила-
ми BAFF (запускает само переключение изоти-
пов в целом) и ИЛ-4 (определяет направление
переключения на изотип IgE), и стимулирует 2-й
тип иммунного ответа на аллерген [84, 85].

AMPK-зависимый каскад является своеобраз-
ным “хабом”, активность которого регулирует
формирование активных форм кислорода (окис-
лительный стресс) и клеточный ответ на стресс
ЭПР с одной стороны, а с другой сам регулирует-
ся сигнальными путями клеточного стресса. Так,

1IgG+

в зависимости от обстоятельств, он может акти-
вироваться или ингибироваться активными фор-
мами кислорода [86, 87], активировать экспрессию
шаперонов, защищающих клетку от стресса ЭПР
[88], активироваться генотоксическим стрессом
[89]. Важно, что в В-лимфоцитах киназа Lkb1, иг-
рающая ведущую роль в регуляции AMPK-кина-
зы, сама регулируется генотоксическим стрессом
(активируется в свою очередь киназой ATM) [55,
90]. Важнейшую роль в его регуляции играет ин-
тенсивность метаболизма, которая определяется
увеличением отношения AMP/ATP [91].

С AMPK-киназой связан еще один сигнальный
путь – PI3K-Akt-mTOR сигналинг. Активация
PI3K (фосфатидилинозитол-3-киназы) индуци-
рует в клетках активацию Akt-киназы. Данная ки-
наза фосфорилирует АМРК и, таким образом,
ингибирует ее активность. [92]. С другой стороны,
AMPK подавляет активность белкового комплекса
mTORC1 [92]. Как выяснилось из недавней работы,
сигнальный путь от PI3K и процессы, связанные
с продолжительным по времени увеличением
концентрации ионов кальция в цитоплазме клетки,
весьма важны как для формирования IgE+ В-лим-
фоцитов, так и IgE продуцирующих плазматиче-
ских клеток [38]. Изучено влияние изоформы
PI3Kδ на регуляцию локального аллергического
воспаления при астме [94], вследствие чего мож-
но предположить, что PI3Kδ может играть веду-
щую роль в синтезе IgE в ходе первичного и вто-
ричного иммунного ответа на аллерген.

Таким образом, сигнальные пути, ответствен-
ные за клеточный ответ на разные типы стресса,
PI3K- и AMPK, могут рассматриваться в качестве
перспективных при поиске молекулярных мишеней
этиотропной терапии IgE-зависимых патологий.
Интересно, что хотя влияние фармакологических
модуляторов этих сигнальных путей на содержа-
ние IgE-продуцентов и их предшественников не
изучалось достаточно подробно, ряд таких фар-
макологических модуляторов уже показали свой
терапевтический эффект в различных моделях
аллергического воспаления и клинических ис-
следованиях. Так, в различных работах показан
терапевтический эффект различных низкомоле-
кулярных антиоксидантов, например в работах
[95–98]. Введение мышам линии BALB/c фарма-
кологического ингибитора ДНК-протеинкиназ
NU7441 ингибировало развитие у них симптомо-
комплекса астмы в модели с индукцией овальбу-
мином [99]. В модели астмы, индуцируемой аллер-
генами клещей домашней пыли, терапевтический
эффект показали так называемые “химические
шапероны” – тауродезоксихолевая кислота и
родственные по структуре молекулы, препятству-
ющие дефолдированию белков ЭПР и ингибиру-
ющие ATF6a- сигнальный путь [100, 101]. Резуль-
таты работы [102] показывают возможность по-
тенциального использования селективных
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ингибиторов IRE1a и PERK-сигналинга в тера-
пии и профилактике контактного дерматита. На-
конец, селективный ингибитор PI3Kδ IC87114
также показал свою эффективность в модели аст-
мы, индуцируемой LPS и овальбумином [103].

Дальнейшие исследования необходимы для
того, чтобы определить, каким образом эти ком-
поненты влияют на IgE+ клетки и их предше-
ственников, продукцию IgE, не только при пер-
вичном, но и при вторичном ответе на аллерген,
что важно для дальнейшей оценки перспективно-
сти их использования в клинической практике.

НАНОЧАСТИЦЫ НА ОСНОВЕ 
НЕОРГАНИЧЕСКИХ КОМПОНЕНТОВ 
КАК ПЕРСПЕКТИВНЫЕ СРЕДСТВА 

НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ
IgE-ЗАВИСИМЫХ ПАТОЛОГИЙ

При обсуждении потенциальных перспективных
инновационных средств терапии IgE-зависимых па-
тологий нельзя не упомянуть о наноразмерных объ-
ектах – объектах бионанотехнологии. Среди
многочисленных наноструктур относительно
недорогими, простыми в получении и легкими в
стандартизации являются наночастицы на основе
неорганических компонентов – металлов и их ок-
сидов, а также неметаллов. Наиболее часто в био-
медицине используются частицы на основе бла-
городных металлов – золота [104], серебра [105],
платины [106], но также используются частицы
на основе оксидов металлов – титана [107], железа
[108] и т.д. Из неметаллических неорганических
нанообъектов особенно часто упоминаются на-
ночастицы на основе селена [105, 106], углерод-
ные нанотрубки [111], фуллерены [112, 113]. Важно,
что одним из основных механизмов действия
большинства известных нано- и микрочастиц на
организм является индукция окислительного
стресса, что обычно связано с неферментативным
формированием АФК на поверхности наночастиц
[114]. Именно в этом контексте весьма уместно упо-
мянуть о наночастицах в рамках настоящего об-
зора. Так, подобный эффект показан для наноча-
стиц золота [115], серебра [116], оксида меди [117],
оксидов железа [118], оксида титана [119], угле-
родных нанотрубок [120, 121], наноструктур на
основе графена [122]. Очевидно, что эффект таких
АФК зависит от интенсивности их образования
(дозы частиц) и в принципе может быть иденти-
чен эффекту АФК, генерируемых ферментативно
в ходе иммунного ответа. В то же время известно,
что в ряде опытов был получен достоверный ан-
тиоксидантный эффект ряда наночастиц. Это в
первую очередь относится к наночастицам на ос-
нове селена [123] и оксида церия (IV) [124, 125]
(соединения селена в целом известны как анти-
оксиданты, церий же в составе наночастиц окси-
да церия (IV) способен менять степень окисления

с “+4” на “+3”). Согласно большинству работ,
антиоксидантными свойствами обладают также
наноструктуры на основе фуллерена [126–128].
Утверждается наличие антиоксидантных свойств
у наночастиц платины [129]. Как известно, окис-
лительный стресс сильно связан со стрессом ге-
нотоксическим и стрессом ЭПР.

Исходя из изложенного в предыдущем разделе,
логичнее всего было бы предположить, что именно
наночастицы с антиоксидантными свойствами мо-
гут рассматриваться как средства неспецифической
терапии IgE-зависимых патологий. И действитель-
но, эффект подавления симптомокомплекса ал-
лергической астмы в мышиной модели показан в
случае фуллереновых наностуктур [127, 128, 130].
В случае наночастиц селена исследований на мо-
делях астмы и аллергии не проводилось, однако
показана их подавляющая активность в отноше-
нии других воспалительных патологий, в частно-
сти ревматоидного артрита [131].

Также имеются сведения и о терапевтическом
эффекте наночастиц золота, наиболее часто ис-
пользуемых в биомедицинских работах и имею-
щих прооксидантный эффект. Это следует из ре-
зультатов недавней работы, опубликованной в
2022 г., согласно которой наночастицы золота
при их ингаляционном введении мышам BALB/c
за час до сенситизации ингибировали развитие
овальбумин-индуцированного глюкокортикои-
дорезистентного воспаления в модели развития
астмы [132]. Эффект был связан с индукцией
Nrf2-сигнального пути, восстанавливающего окис-
лительно-восстановительный гомеостаз. Получен-
ный эффект, с учетом прооксидантных свойств
наночастиц золота как таковых, кажется весьма
неожиданным. Тем не менее эти данные согласу-
ются с результатыми исследования [133], в кото-
ром длительное введение в небольших дозах ча-
стиц – продуктов сгорания дизельного топлива
индуцировало в легких мышей экспрессию ком-
понентов системы ферментов антиоксидантной
защиты (регулируемую фактором Nrf2) и компо-
нентов протеасомы, ответственных за деградацию
дефолдированных белков, что обеспечивает за-
щиту при попадании больших доз таких частиц.
Здесь может наблюдаться так называемый эффект
“преадаптации”, или эффект гормезиса, описан-
ный ранее еще Лакки [134–136] для случаев с
ионизирующей радиацией. В данном случае гор-
мезис следует рассматривать как стимулирующее
действие умеренных доз стрессоров (недостаточ-
ных, что крайне важно, для развития патологиче-
ского эффекта) выражается в “преадаптации”,
приобретении организмом устойчивости к боль-
шим дозам стрессора. В случае эффекта наноча-
стиц золота – небольшие дозы таких частиц спо-
собствовали гормезису с приобретением адаптации
организма к окислительному стрессу, вызываемому
провокацией антигеном в модели астмы [134].
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Вполне возможно, аналогичный эффект наблю-
дался другой группой ранее в случае серебряных
наночастиц, вводимых за несколько дней до про-
вокации антигеном, хотя авторы полагали, что
дело в прямом антиоксидантном эффекте по-
следних [137].

Необходимо отметить, что привлекательность
наночастиц на основе неорганических материа-
лов в качестве средств неспецифической терапии
IgE-зависимых патологий заключается в их срав-
нительно медленном клиренсе при их введении
через респираторную систему или даже системно.
Так, согласно недавним результатам, при систем-
ном введении наночастиц золота с различным
покрытием концентрация их во внутренних орга-
нах (печень, селезенка, почки) достигая максимума
в первые 30–60 мин после введения, не снижа-
лась существенно в течении 4 недель, а после вве-
дения интраназально период их полувыведения
из легких достигал в некоторых случаях 180 дней
[138–141]. Накопление таких частиц происходит
в основном в клетках, выполняющих фагоцитар-
ную функцию [138, 139].

При этом действие подобных наночастиц на
организм по факту может длиться даже дольше. В
последнее время в научном сообществе весьма
распространилась концепция о “тренируемом”
врожденном иммунитете (trained immunity), за-
ключающаяся в том, что клетки (преимуществен-
но исследовались макрофаги и моноциты), обра-
ботанные агонистами TLR или NLR-рецепторов
меняют свою эпигенетическую программу так, что
на повторное действие того же самого (или похо-
жего) стимула они отвечают сильнее или слабее
[142–145]. Изменение эпигенетической програм-
мы связано с изменением метаболизма клеток,
изменением баланса между аэробным и анаэроб-
ным гликолизом в них, и является достаточно
стабильным [144]. Такое явление, если дозы сти-
мула в случае первого контакта небольшие, также
можно рассматривать как вариант гормезиса в
пределах иммунной системы. Важно, что в качестве
первичного стимула могут выступать не только ли-
ганды PRR-рецепторов, но и наночастицы золота
(и скорее всего других благородных металлов), что
было показано в работах [146, 147]. При этом имеет
место в большей степени индукция толерантно-
сти и уменьшение способности к синтезу провос-
палительных цитокинов и вторичной стимуля-
ции [146]. Хотя все работы были проведены in vitro
и ex vivo, а результаты нуждаются в подтвержде-
нии в системе in vivo, они тем не менее представ-
ляются достаточно перспективными. Подобный
подход может быть легко использован не только
для терапии, но что важнее – для профилактики
IgE-зависимых патологий у предрасположенных
к ним лиц. Исходя из вышеизложенного, эффект
наночастиц благородных металлов в этих случаях
на формирование продукции IgE аллергическое

воспаление может складываться и двух составляю-
щих: 1) общего эффекта гормезиса – “преадапта-
ции”, выражающегося в увеличении устойчивости
организма к окислительному стрессу, сопровож-
дающему локальное воспаление; 2) эффекта “тре-
нируемого” врожденного иммунитета – частный
случай гормезиса в отношении клеток иммунной
системы.

Основными клетками, обладающими фагоци-
тирующей активностью в отношении подобных
наночастиц, являются клетки фагоцитарной си-
стемы – макрофаги и дендритные клетки [104,
148]. В-лимфоциты не являются специализиро-
ванными фагоцитами, но обладают способно-
стью поглощать крупные частицы [149]. Результаты
недавней работы, опубликованной в 2022 г., ука-
зывают на способность модифицированных по-
лиэтиленгликолем наночастиц золота связываться,
а затем и эндоцитироваться особой субпопуляцией
В-лимфоцитов, ассоциированных с процессами
старения, имеющих фенотип CD19+CD3–CD11b–

CD11c+, и в меньшей степени – с субпопуляцией
CD19+CD138+ плазмабластов и незрелых плазма-
тических клеток [150]. Важно, что в отношении
первой субпопуляции есть обоснованные пред-
положения, что они являются фактически В-
лимфоцитами памяти [151]. Согласно последним
данным, основная часть предшественников IgE+

B-лимфоцитов, формируемых экстрафоллику-
лярно в назальных полипах, также экспрессирует
маркер CD11c [29]. Последнее означает, что пред-
шественники IgE+ и ранние IgE+ B-лимфоциты
могут входить в число немногих В-лимфоцитов,
способных эффективно поглощать неорганиче-
ские наночастицы, и таким образом последние
могут оказывать на них прямое влияние.

С недавнего времени особый интерес для био-
медицинских исследований стали представлять
соединения и комплексы редкоземельных метал-
лов лантаноидов. В 2008 г. японские ученые одни
из первых получили и охарактеризовали самоор-
ганизующиеся наноструктуры на основе катио-
нов лантанидов и гуаниновых динуклеотидов
[152]. В 2022 г. похожие комплексы получили китай-
ские исследователи, при этом в качестве лигандов
комплексообразователей-лантанидов использова-
ли мономерные АМФ, ГМФ и их смесь [153]. По-
добные комплексы формируются благодаря кова-
лентным и донорно-акцепторным связям катио-
нов лантанидов с атомами кислорода фосфорных
остатков моно- или олигонуклеотидов, и атомами
азота N7 пуриновых остатков [153]. Комплексы
лантанидов (в частности европия и других эле-
ментов этого семейства) со смесью АМФ и ГМФ
(содержащие по три трехвалентных катиона ланта-
нида и по две молекулы АМФ и ГМФ) формирова-
ли наноразмерные структуры, способные инкап-
сулировать антиген (овальбумин) в своем составе.
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Такие наноструктуры при введении мышам C57BL/6
подкожно накапливались в большей степени в
региональных лимфоузлах, но не в печени, и ин-
дуцировали продукцию протективных антител
классов IgG1, IgG2a, IgG2c, а также продукцию ин-
терферонов, особенно ИФНγ, ответственного за
формирование устойчивого иммунного ответа I-го
типа [153].

В данном исследовании в качестве иммуно-
стимулирующего лиганда был выбран комплекс,
имитирующий молекулу циклического гуанозин-
аденозинмонофосфата, активатора STING [153].
Данные о влиянии активации STING на форми-
рование аллергического воспаления указывают
на его важную стимулирующую, но не ингибиру-
ющую, роль в развитии последнего [154, 155]. В
этой связи, в качестве средств терапии и профи-
лактики аллергопатологий лучшим решением
было бы применение комплексов лантаноидов с
другими олигонуклеотидными лигандами, в част-
ности с CpG олигонуклеотидами, обладающими
выраженным супрессорным эффектом на про-
дукцию IgE и аллергическое воспаление, стиму-
лирующие развитие иммунного ответа первого
типа, а в ряде случае продукцию иммуносупрес-
сорного ИЛ-10 [156–158]. Однако подобные ком-
плексы, их стабильность и свойства пока не были
охарактеризованы в биомедицинских работах.

Важно, что введение небольших доз (на 1–1.5
порядка ниже тех, что индуцируют патологиче-
ские процессы) лантаноидов также способно ин-
дуцировать гормезис. В исследовании группы ки-
тайских ученых было установлено, что небольшие
дозы катионов Ln3+, вводимых в течение 30 сут до
введения большой дозы этилового спирта, вызыва-
ло индукцию фактора Nrf2 и предохраняло жи-
вотных от окислительного стресса [159]. В связи с
этим можно предположить, что в случае комплек-
са лантаноида и лиганда, подавляющего аллерги-
ческое воспаление, (CpG олигонуклеотидов или
других) можно добиться двойного эффекта, обу-
славливающего профилактику аллергического вос-
паления – за счет свойств самого лиганда, и эф-
фекта гормезиса, обусловленного лантаноидом.

Полученные данные не исчерпывают всего по-
тенциала использования наноматериалов в каче-
стве средств для профилактики и терапии аллерго-
патологий, здесь приведены лишь некоторые наи-
более яркие примеры потенцальных кандидатов.

В то же время следует учесть, что при исполь-
зовании подобных средств необходимо строго
придерживаться определенного “окна” терапев-
тических доз, поскольку в больших концентрациях
подобные наноматериалы, в частности наночасти-
цы благородных металлов и лантаноиды, проявля-
ют токсичность [114, 160]. Кроме того, есть опреде-
ленный круг наноматериалов, в целом плохо под-
ходящих для терапии IgE-зависимых патологий,

поскольку они скорее приводят к обострению ал-
лергического воспаления либо сами являются его
триггерами. К подобным структурам относятся
наночастицы на основе окидов металлов – аллю-
миния, титана и никеля [161], оксида церия [162],
некоторые углеродные нанотрубки [120, 121].

***

Представленные в настоящем обзоре данные
указывают на возможность формирования про-
дукции IgE в ходе реакции экстрафолликулярного
ответа. В поддержании состоянии IgE-зависимой
сенситизации организма могут участвовать как IgE+

клетки памяти, так и В-лимфоциты, экспресси-
рующие иные изотипы, но быстро переключаю-
щиеся на синтез IgE в ходе вторичного иммунного
ответа на аллерген. В качестве терапевтических
мишеней для делеции указанных выше субпопу-
ляций удобно использовать модуляторы мише-
ней – компонентов сигнальных путей, регулиру-
ющих как физиологию В-лимфоцитов памяти,
так и плазмаических клеток. К подобным мишеням
относятся компоненты сигнальных путей, ответ-
ственных за клеточный ответ на окислительный и
связанные с ним генотоксический стресс и стресс
ЭПР, оказывающие влияние на В-лимфоциты и
плазматические клетки, в том числе через регуля-
цию AMP-киназы. Фармакологические модулято-
ры этих сигнальных путей являются перспектив-
ными кандидатами как средства терапии IgE-за-
висимых патологий. В качестве подобных средств
могут быть использованы и различные наноча-
стицы, в частности на основе благородных метал-
лов, либо нанокомплексы на основе лантаноидов,
вследствие их потенциального влияния на Nrf2-
сигнальный путь, ответственный за индукцию
экспрессии ферментов – антиоксидантов. Вслед-
ствие большого периода полувыведения из орга-
низма и способности индуцировать феномен
“тренируемого” врожденного иммунитета нано-
частицы могут иметь довольно длительный эф-
фект, в связи с чем они перспективны для ис-
пользования и как средства профилактики аллер-
гопатологий. Использование их, однако, требует
строгого применения в пределах «терапевтиче-
ского» окна во избежание токсических эффектов.
Требуются многочисленные независимые иссле-
дования их эффекта in vivo для подтверждения их
безопасности и эффективности.

Исследование выполнено при поддержке про-
екта РНФ № 23-25-10044.
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Mechanisms of Formation and Persistence of Ige Products and Potential Innovative 
Means of Therapy for Allergic Pathologies
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A. A. Generalovа, and G. V. Fattakhovaа
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*e-mail: boris-chudakov@yandex.ru

The proposed review is devoted to the analysis of the main mechanisms of the formation of IgE-producing
cells in the body and a brief review of the main, most striking candidate agents for use in innovative methods
of therapy for IgE-dependent pathologies. Data are presented according to which the role of IgE+ plasma
cells and various subpopulations of memory B-lymphocytes in the formation and persistence of the state of
sensitization to a harmless allergen differs depending on the model system used or the clinical case under
study. Therefore, drugs that target signaling pathways involved in the regulation of both plasma cells and
memory B-lymphocytes are especially promising in the treatment of allergic diseases. The authors conclude
that the components of the cellular response to oxidative stress and related genotoxic stress and ER stress are
the most promising as such targets, since (a) all of them directly or indirectly affect the processes that regulate
both of these subpopulations; b) are involved in the process of formation and maintenance of local allergic
inflammation. The review presents data pointing to the particular promise of using nanoparticles of noble
metals and complexes of rare earth metals of lanthanides in this regard, due to their ability to induce long-
term effects in small doses due to changes in the properties of innate immunity cells and long-term accumu-
lation in the body.

Keywords: IgE, B-lymphocytes, asthma, cellular stress, oxidative stress, low molecular weight pharmacolog-
ical inhibitors, inorganic nanoparticles
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В обзоре проанализированы современные представления об анаэробном типе дыхания с использо-
ванием неприродного соединения метакрилата в качестве акцептора электронов. Рассматриваются
как сами метакрилатные редокс системы, так и анаэробные бактерии, в клетках которых они обна-
ружены. Эти комплексы состоят из флавинсодержащей редуктазы и мультигемового цитохрома с3.
Гены компонентов метакрилатных редокс систем разных микроорганизмов гомологичны и органи-
зованы в один оперон. Метакрилатвосстанавливающая активность определяется в периплазме.
Единственная известная бактериальная акрилатредуктаза, восстанавливающая природное соеди-
нение, отличается от метакрилатных редокс систем. Обсуждаются физиологическая роль, проис-
хождение и перспективы исследований уникальной ферментной системы.

Ключевые слова: метакрилатредуктаза, мультигемовый цитохром с, анаэробное дыхание, Geobacter
sulfurreducens АМ-1, Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-1T, Denitrovibrio acetiphilus DSM 12809T, Woli-
nella succinogenes DSM 1740T
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Анаэробные бактерии способны получать энер-
гию в виде АТФ, окисляя при этом субстраты-доно-
ры электронов и используя электронтранспортные
цепи (ЭТЦ) и даже разветвлённые ЭТЦ, называе-
мые сетями. ЭТЦ, состоящие из белков-перенос-
чиков, локализованы в цитоплазматических мем-
бранах бактерий. Процесс, осуществляемый ЭТЦ
в отсутствие кислорода, называется анаэробным
дыханием и называется по субстрату-акцептору
электронов. Терминальными акцепторами элек-
тронов могут быть как неорганические соедине-
ния (нитратное дыхание, нитритное, серное, же-
лезистое и т.д.), так и органические (фумаратное
дыхание, ферулатное, пентеноатное, уроканат-
ное, акрилатное, метакрилатное). Терминальные
редуктазы ЭТЦ согласно международной класси-
фикации ферментов относятся к классу 1 (окси-
доредуктаз).

Терминальные редуктазы анаэробных бактерий,
использующие разные субстраты для катализа, от-
личаются друг от друга не только функцией, но и
размерами, составом (количеством субъединиц,
кофакторами), локализацией в клетке. Терми-
нальные редуктазные системы, катализирующие
одинаковые или сходные реакции, также могут
отличаться друг от друга [1]. Такие редокс системы,
восстанавливающие ненасыщенные органические
соединения, можно объединить в две группы:

1) флавопротеиновые комплексы, осуществляю-
щие катализ в цитоплазме: кофеатредуктазная
система (Acetobacterium woodii) [2] и мембранные
фумаратредуктазы (Wolinella succinogenes, Esche-
richia coli) [3–5]; 2) периплазматические флавин-
содержащие ферментные системы: флавоитохромы
c фумаратредуктазы (бактерии рода Shewanella)
[6–9] и метакрилатредуктазные системы (Geo-
bacter sulfurreduces AM-1, Anaeromyxobacter dehalo-
genans 2CP-1, Denitrovibrio acetiphilus DSM 12809,
Wolinella succinogenes DSM 1740) [10–13], а также
уроканатредуктаза (Shewanella oneidenis) [14, 15].

Метакрилатные редокс системы интересны
тем, что они катализируют реакцию превращения
неприродного и токсичного соединения. Целью
работы было обобщение данных о бактериях и их
ферментных системах, использующих метакрилат в
качестве терминального акцептора электронов.

АКРИЛОВАЯ И МЕТАКРИЛОВАЯ 
КИСЛОТЫ, ИХ ПРОИЗВОДНЫЕ

Акриловая (пропеновая, этенкарбоновая) кис-
лота (табл. 1) является простейшим представите-
лем одноосновных непредельных карбоновых
кислот. Акрилат – соединение природное [16, 17],
встречается в морской среде. Известно, что с по-
мощью ферментных систем акрилат как образу-

УДК 579.017.7
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ется в экосистеме [16, 17], так и подвергается
дальнейшим превращениям [18]. По всей види-
мости, представители морского фитопланктона
используют акрилаты для ядовитой защиты от
хищников − представителей простейших. Когда
хищник атакует фитопланктон, диметилсульфо-
ниопропионат-лиаза расщепляет диметилсуль-
фониопропионат (осмолит морских водорослей и
некоторых растений) на диметилсульфид и акри-
лат [16]. Кроме водорослей, к расщеплению ди-
метилсульфониопропионата из морских осадков
способны ряд аэробных бактерий и анаэроб Hal-
odesulfovibrio aestuarii (ранее Desulfovibrio acrylicus)
[18]. H. aestuarii использует акрилат в качестве
терминального акцептора электронов [18]. Тер-
минальная акрилатредуктаза H. aestuarii до сих
пор не описана, однако есть данные об акрила-
тредуктазе ARD Vibrio harveyi [19].

Метакриловая (2-метилпропеновая) кислота
(табл. 1) – соединение синтетическое, в природе
практически не встречается. Микроколичества
метакрилата на сегодняшний день обнаружены
только в масле ромашки римской Anthemis nobilis.
Кроме того, есть информация об участии мета-
криловой кислоты или ее производных в ряде ме-
таболических реакций. Например, метакриловая
кислота превращается в гидроксиизобутират
клетками Pseudomonas putida [20]. Метакрилат и
метилметакрилат вовлечены в образование анти-
биотика монензина у Streptomyces cinnamonensis
[21].

Производные акриловой и метакриловой кис-
лот являются крупнотоннажными ксенобиотика-
ми [22]. На их основе выпускаются лаки, краски,
смолы, масла, органическое стекло, водораство-
римые резины, фотографические эмульсии, зубные

пасты, ортопедические и пломбировочные мате-
риалы, пропитка для одежды, упаковочные пленки
и пакеты. Широкий спектр применения и у поли-
метилметакрилатов, особенно в остеклении,
средствах передвижения, инструментах [22].

Экологическая опасность акрилатов и их произ-
водных обусловлена присутствием этих соединений
в отходах химических заводов (например, произво-
дящих метакрилатные соединения) и токсичностью
этих соединений для человека [22–24]. Геноток-
сичность метакриловой кислоты и ее производных
для млекопитающих, скорее, отсутствует [25].
Однако полиметилметакрилат считается потен-
циальным канцерогеном [22]. Для человека пока-
зано раздражающее действие акрилатов и мета-
крилатов на кожу и слизистые [22, 23, 26]. Это
обусловлено взаимодействием двойных связей
обсуждаемых соединений и SH-групп белков
клеточных мембран [23]. Известно о цитотоксич-
ном действии мономеров − производных мета-
крилата на клетки ротовой полости в случае наруше-
ния процесса полимеризации стоматологических
композитных смол [27]. Отмечены необратимые
травмы глаз [23] и даже астма [22, 28] как след-
ствие контакта с полиметилметакрилатом. Пред-
полагают, что метакрилаты менее токсичны и ме-
нее реакционноспособны, чем акрилаты [23].

АНАЭРОБНЫЕ БАКТЕРИИ, ОБЛАДАЮЩИЕ 
МЕТАКРИЛАТВОССТАНАВЛИВАЮЩЕЙ 

АКТИВНОСТЬЮ
Периплазматическая метакрилатредуктазная ак-

тивность. В настоящее время получены экспери-
ментальные доказательства наличия метакрилат-
восстанавливающей активности у клеток четырёх

Таблица 1. Акриловая и метакриловая кислоты: производство, применение, встречаемость в природе, токсичность

Характеристика Акриловая кислота (=пропеновая) Метакриловая кислота (=2-метилпропеновая)

Формула

Ежегодное 
производство 1000000 т 3000000 т (метилметакрилатов)

Применение Пластики, покрытия, резины, гели, лаки, 
краски

Пломбировочный материал, протезы, 
косметологические средства

Наличие
в природе

Морской компонент: образуется при расщеп-
лении диметилсульфониопропионата 
водорослями фитопланктона, аэробными 
бактериями и Halodesulfovibrio aestuarii

Микроколичества в масле ромашки 
Anthemis nobilis

Токсичность
Сильное раздражающее и разъедающее
действие на кожу и органы дыхания, 
необратимые травмы глаз, отек легких

Аллергический контактный стоматит,
паронихия, онихолизис

ПДК 5 мг/м3 10 мг/м3

C CH2C
H

OH
O

C CH2C
CH3

OH
O
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грамотрицательных анаэробных представителей
трёх классов домена Bacteria (табл. 2): Geobacter
sulfurreducens АМ-1 и Anaeromyxobacter dehaloge-
nans 2CP-1 из класса Deltaproteobacteria [10, 11, 29],
Wolinella succinogenes DSMZ 1740 из класса Epsilon-
proteobacteria [12] и Denitrovibrio acetiphilus DSM
12809 из класса Deferribacteres [10]. Метакрилат-
восстанавливающая активность найдена в рас-
творимой фракции клеток этих бактерий. Для
бактерий G. sulfurreducens, A. dehalogenans и D. ace-
tiphilus обнаружена метакрилатвосстанавливаю-
щая активность в экстракте периплазматичеких
белков. Для W. succinogenes показано, что мета-
крилатвосстанавливающей активностью обладают
периплазматические белки. Бактерии G. sulfurre-
ducens, A. dehalogenans и D. acetiphilus, окисляющие
ацетат, используют его в качестве донора элек-
тронов.

В геномах этих четырех микроорганизмов вы-
явлено большое количество генов, кодирующих
цитохромы с [30–32]. В геноме G. sulfurreducens
обнаружено 111 генов цитохромов с [33, 34], среди
них несколько генов мультигемовых цитохромов,
имеющих от 4 до 27 гемов С [33]. В геноме A. de-
halogenans 2CP-1 найдено 68 генов цитохромов с
[31]. В геноме D. acetiphilus DSM 12809 определено
не менее 32 генов цитохромов c, среди них 20 ге-
нов мультигемовых цитохромов с, в том числе
один ген 28-гемового цитохрома с. В геноме
W. succinogenes DSM 12809 определено 27 генов
цитохромов с, из которых 7 мультигемовых. В ге-
номах G. sulfurreducens, A. dehalogenans и D. acetiph-
ilus присутствуют гены ферментов цикла Кребса
[31–33].

Wolinella succinogenes. Облигатный анаэроб W. suc-
cinogenes, выделенный из бычьего рубца и различных
медицинских образцов тканей человека, спосо-
бен расти в присутствии доноров электронов, та-
ких как H2 и формиат, и акцепторов электронов,
таких как фумарат, нитрат, нитрит, оксид азота,
полисульфид, ДМСО [4, 35–40]. Бактерия W. suc-
cinogenes долгое время была моделью для изуче-
ния фумаратного дыхания и синтеза АТФ в про-
цессе дыхания [4]. Восстановление фумарата

мембранной фумаратредуктазой W. succinogenes
описано в обзоре 2005 г. [1] как “классический”
вариант использования анаэробными бактериями
ненасыщенного органического соединения в ка-
честве терминального акцептора дыхательной цепи.

Anaeromyxobacter dehalogenans. Факультативно
анаэробная миксобактерия A. dehalogenans (класс
Deltaproteobacteria) была выделена в чистую куль-
туру из почв и осадков [41]. A. dehalogenans растет
за счет анаэробного дыхания, сочетая окисление
ацетата и восстановление нитрата до аммония, с
нитритом в качестве промежуточного соединения
[41].

A. dehalogenans также использует в качестве до-
нора электронов сукцинат, пируват, формиат и
водород, а в качестве акцепторов – галогенфенолы,
нитрат, нитрит, оксид азота N2O, фумарат, гуми-
новые вещества, кислород, Fe(III), U(VI), Se(IV)
[41–45]. Бактерии рода Anaeromyxobacter преобла-
дают в сообществах бактерий, осуществляющих
диссимиляционную нитратредукцию в водных
экосистемах рек или заболоченных территорий
[46, 47]. Показано, что Anaeromyxobacter spp. осу-
ществляет азотфиксацию при окислении арсена-
та As(III) в As(V) в речных отложениях, загряз-
ненных солями мышьяковой кислоты [48].

Denitrovibrio acetiphilus. Морская бактерия D. ace-
tiphilus DSM 12809 (класс Deferribacteres) была по-
лучена в чистую культуру из модельной экосистемы,
которая находилась в нефтяном резервуаре, про-
дуцировала сероводород и была обработана богатой
нитратами искусственной морской водой [49]. По-
добно A. dehalogenans, D. acetiphilus способен к
анаэробному дыханию с помощью сопряжения
окисления ацетата и нитратредукции, с образова-
нием нитрита в качестве интермедиата [49].

D. acetiphilus может сбраживать фумарат [49].
Первое время после описания микроорганизма
нитрат считался единственным терминальным
акцептором электронов для роста D. acetiphilus на
ацетате. Позднее в геноме D. acetiphilus [32] были
найдены гены предполагаемых дыхательных ре-
дуктаз [50]. На основании знаний об этих генах
был продемонстрирован рост D. acetiphilus на аце-

Таблица 2. Метакрилатвосстанавливающая активность в клетках анаэробных бактерий

Бактерия Субстрат для роста
Рост культур 

на ацетате
и метакрилате

Скорость
восстановления 

метакрилата
(нмоль мин–1/1 мг 
клеточного белка)

Ссылка

Geobacter sulfurreduces AM-1 Ацетат + метакрилат + 1800  [29]
Wolinella succinogenes DSM 1740 Формиат + фумарат ‒ 1000  [12]
Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-1 Ацетат + фумарат ‒ 17  [10]
Denitrovibrio acetiphilus DSM 12809 Ацетат + нитрат ‒ 130  [10]
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тате и As(V) (NaAsO2), Se(VI) (Na2SeO4) и диме-
тилсульфоксиде в качестве акцепторов электро-
нов [50]. Один из обнаруженных генов, по-види-
мому, кодирует дыхательную арсенатредуктазу
ArrA [50].

Geobacter sulfurreducens. Интерес к бактериям
рода Geobacter связан с их ключевой ролью в гло-
бальном круговороте углерода, поскольку они
наиболее многочисленные Fe(III)-восстанавли-
вающие микроорганизмы почв и осадков [51].
Жизнедеятельность этих бактерий сопряжена с
внеклеточным переносом электронов (extracellu-
lar electron transfer ‒ EET) [52, 53] и прямым меж-
видовым переносом электронов (direct interspe-
cies electron transfer ‒ DIET) [54] к метаногенам в
природных и искусственных экосистемах [55–57].

Бактерии рода Geobacter способны проводить
электрический ток [58, 59]. G. sulfurreducens полно-
стью окисляет органические доноры электронов до
углекислого газа при использовании электрода в
качестве единственного акцептора электронов, что
позволяет считать эту бактерию экзоэлектрогеном
[51, 60–62]. Кроме того, G. sulfurreducens может быть
электротрофом [58, 59]: он восстанавливает нит-
рат до нитрита или фумарат до сукцината с помо-
щью графитового электрода, служащего донором
электронов [51].

Способность G. sulfurreducens к переносу элек-
тронов и электропроводности обусловлена обра-
зованием у них микрометровых нанопроволок
[53, 63, 64]. С помощью нанопроволок осуществ-
ляется прямой внеклеточный транспорт электро-
нов (DEET ‒ direct extracellular electron transfer)
между клетками [62, 64–66]. Существуют два
мнения относительно состава нанопроволок: 1) это
белковые цепочки из мономеров белка пилина
PilA с высоким содержанием ароматических ами-
нокислот [51, 53]; 2) это цитохромовые нити из
гексагемовых цитохромов OmcS [51, 52, 59, 63, 67,
68]. Структура и состав электропроводящих на-
нопроволок ‒ предмет продолжающихся иссле-
дований. Факты же соединения бактерий друг с
другом и передачи электронов с помощью нано-
проволок не подвергаются сомнениям [53].

Типовой штамм Geobacter sulfurreducens PCAТ

(класс Deltaproterobacteria) был выделен в чистую
культуру из поверхностных осадков канавы, за-
грязненной углеводородами [69]. Установлено,

что штамм PCAТ растет на формиате, ацетате и
водороде в качестве донора электронов и пиро-
фосфате железа, оксигидроксиде железа, цитрате
железа, элементарной сере, Co(III)-EDTA, фума-
рате или малате в качестве единственного акцеп-
тора электронов [69, 70]. Штамм АМ-1 бактерии
G. sulfurreducens был выделен в чистую культуру из
гранулированного ила UASB-реактора [71], раз-
лагающего отходы метакрилатных производств
до метана с помощью анаэробного сообщества
бактерий [72, 73]. G. sulfurreducens АМ-1 использу-
ет синтетический метакрилат, а, кроме того, фу-
марат, малат, Fe(III) и S(0) в качестве терминаль-
ного акцептора электронов в дыхательной цепи
бактерии [71]. Донором электронов при росте с
помощью метакрилатного дыхания может быть
ацетат, формиат или молекулярный водород [71].
Таким образом, G. sulfurreduces AM-1 растет на
ацетате (донор) и метакрилате (акцептор) и обо-
значен, как АМ-1 (рис. 1) [71].

В настоящее время рост на ацетате и метакри-
лате показан только для G. sulfurreducens АМ-1
[29, 71]. Попытки вырастить культуры W. succino-
genes, A. dehalogenans и D. acetiphylus на метакрилате
в качестве терминального акцептора электронов
не увенчались успехом [10, 12]. Вместе с тем фер-
ментативная метакрилатвосстанавливающая ак-
тивность у клеток W. succinogenes, A. dehalogenans и
D. acetiphylus была обнаружена [10, 12]. Различия в
способности этих бактериальных клеток расти на
метакрилате и восстанавливать метакрилат – по-
казатель сложности организации метакрилатво-
станавливающей системы и ее регуляции.

Экспериментально доказано, что ацетат и в
клетках типового штамма G. sulfurreducens PCAT, и
в клетках штамма G. sulfurreducens АМ-1 дегидри-
руется с помощью цикла Кребса [11, 74]. ЦТК у
G. sulfurreducens оказывается замкнутым в цикл
(рис. 2) в двух случаях: 1) если G. sulfurreducens ис-
пользует в качестве терминального акцептора ме-
такрилат [11], 2) если G. sulfurreducens растет в
синтрофной ассоциации с W. succinogenes [74, 75].
Когда G. sulfurreducens растет, используя в каче-
стве терминального акцептора фумарат, ацетат
окисляется через неполный ЦТК, в котором от-
сутствует сукцинатдегидрогеназа [74].

Мембраны бактерии G. sulfurrreducens АМ-1
содержат менахинон-8 (менахинон с 8 остатками

Рис. 1. Окисление ацетата при одновременном превращении метакрилата в изобутират бактерией Geobacter sulfurredu-
cens AM-1 [71].
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изопрена в боковой цепи) [11]. Восстановительные
эквиваленты поступают в дыхательную цепь, ло-
кализованную во внутренней мембране бактериаль-
ной клетки. Они могут направляться от НАДФН в
хиноновый пул через НАДФН: менахинон окси-
доредуктазу [11]. Электроны от менахинона через
неустановленный переносчик передаются пери-
плазматическим белкам метакрилатной редокс-
системы (рис. 2). Кандидатами на роль перенос-
чика электронов от менахинона к компонентам
этой редокс системы могут быть периплазматиче-
ские цитохромы c (12.5 и 15.5 кДа) и мембранный
цитохром c (67.6 кДа) [76].

БЕЛКИ МЕТАКРИЛАТНЫХ 
РЕДОКС СИСТЕМ И ИХ ГЕНЫ

Две субъедницы метакрилатных редокс систем.
Метакрилатная редокс система у G. sulfurreducens
АМ-1, а также, вероятно, у A. dehalogenans и D. ace-
tiphilus состоит из двух хромопротеидов (табл. 3,
4): Mrd (ФАД-содержащей метакрилатредуктазы)
и Mcc (мультигемового цитохрома с) [11, 77].
Причем Mcc служит физиологическим донором
электронов для Mrd [11]. Гены метакрилатных ре-
докс систем (mrd и mcc) G. sulfurreducens, A. dehalo-
genans и D. acetiphilus имеют высокое сходство и
организованы в один оперон (рис. 3) [77].

Рис. 2. Метаболизм Geobacter sulfurreducens АМ-1, растущего на ацетате в качестве донора электронов и метакрилате в
качестве акцептора электронов [11].
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Рис. 3. Организация оперона метакрилатной редокс системы у Geobacter sulfurreducens АМ-1 [77].
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Оба компонента метакрилатной редокс систе-
мы Mrd и Mcc у G. sulfurreducens АМ-1 были полу-
чены в чистом виде и охарактеризованы (рис. 4)
[11]. Максимальная активность метакрилатной
редокс системы наблюдалась, когда оба белка
присутствовали в молярном соотношении ≈1 : 1
[11]. Кроме восстановления метакрилата, редокс
система катализировала восстановление других
α, β-ненасыщенных карбоновых кислот, таких
как акрилат, кротонат и пентеноат. Акрилат вос-
станаливался со скоростью, сравнимой с таковой
восстановления метакрилата. Активность восста-
новления кротоната и пентеноата была на поря-
док ниже скорости восстановления акрилата и
метакрилата. Для метакрилатной редокс системы

G. sulfurreducens АМ-1 не была обнаружена спо-
собноcть восстанавливать фумарат и производ-
ные коричной кислоты ферулат и кофеат [11].

Предполагается, что продукты генов mrd и mcc
A. dehalogenans и D. acetiphilus, как и Mrd и Mcc
G. sulfurreducens AM-1, имеют консервативные
участки и синтезируются с отщепляемыми сиг-
нальными последовательностями, обеспечиваю-
щими периплазматическую локализацию обоих
белков [77]. Наличие сигнальных пептидов раз-
ных типов (типа Tat у Mrd и типа Sec у Mcc) сви-
детельствует о разных механизмах биогенеза обоих
белков. Укладка белковой глобулы Mrd и некова-
лентное присоединение флавина к Mrd, по всей
видимости, осуществляется в цитоплазме клетки.

Таблица 3. (Мет)акрилатредуктазные активности анаэробных бактерий

Примечание: + – наличие ферментативной активности; ‒ отсутствие ферментативной активности; Н.о. – не определяли.
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Geobacter sulfurreduces 
AM-1

Периплазматические
Mrd, Mcc

+ + + + + Н.о. Н.о. Н.о.

Wolinella succinogenes 
DSM 1740

Периплазматические
FccA, FccB

Н.о. + Н.о. + Н.о. + Н.о. +

Anaeromyxobacter 
dehalogenans 2CP-1

Периплазматические
MrdA, MccA

Н.о. + + Н.о. Н.о. ‒ ‒ Н.о.

Denitrovibrio acetiphilus 
DSM 12809

Периплазматические
MrdD, MccD

Н.о. + + Н.о. Н.о. ‒ ‒ Н.о.

Vibrio harveyi ATCC 
33843

Цитоплазматический
ARD

+ Н.о. Н.о. Н.о. + + Н.о. Н.о.

Таблица 4. Белки метакрилатной редокс системы Geobacter sulfurreducens АМ-1

Характеристика Метакрилатредуктаза Mrd Цитохром с Mcc

Кажущаяся молекулярная масса 50 кДа 30 кДа
Молекулярная масса незрелого белка 57.1 кДа 24.5 кДа
Молекулярная масса зрелого белка 51.4 кДа 22.1 кДа
Молекулярная масса зрелого белка с небелковым 
компонентом

52.2 кДа 26.9 кДа

Длина незрелого белка 526 аминокислот 231 аминокислота
Отщепляемый сигнальный пептид Типа Tat 55 аминокислот Типа Sec 23 аминокислоты
Небелковый компонент 1 молекула нековалентно 

связанного ФАД
7 гемов C

Предполагаемый компартмент, в котором 
происходит приобретение третичной структуры

Цитоплазма Периплазма



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 6  2023

МЕТАКРИЛАТНЫЕ РЕДОКС СИСТЕМЫ АНАЭРОБНЫХ БАКТЕРИЙ 557

Синтезированный апоцитохром Mcc, очевидно,
преодолевает цитоплазматическую мембрану до
приобретения им третичной структуры, гемы C при-
соединяются к белковой молекуле в периплазме.

Активность восстановления метакрилата у
W. succinogenes обеспечивается функционирова-
нием продуктов оперона fccABC [12, 13]. Этот опе-
рон кодирует синтез двух периплазматических
белков FccA и FccB, а также расположенного во
внутренней мембране FccC. FccA содержит в ка-
честве простетической группы 1 молекулу ФАД, а
FccB и FccC ‒ по четыре гема C [13]. Незрелый
белок FccA состоит из 515 аминокислот, причем
34 из них образуют отщепляемый сигнальный
пептид типа Tat [13]. По размеру и аминокислот-
ной последовательности зрелый белок FccA имеет
сходство с C-концевой частью Fcc3 из Shewanella
frigidimarina NCIMB 400 [13] и Mrd из G. sulfurre-
ducens AM-1 [77]. Незрелый белок FccB содержит
146 аминокислот, 26 из них составляют отщепля-
емый сигнальный пептид типа Sec [13]. По размеру
и аминокислотной последовательности зрелый
белок FccB имеет сходство с N-концевой частью
Fcc3 из S. frigidimarina NCIMB 400 [13] и Mcc из
G. sulfurreducens AM-1 [77]. Предполагается, что
четырехгемовый FccC имеет N-концевую гидро-
фобную спираль, которая закрепляет белок в мем-
бране [13]. Представлены результаты, подтверждаю-
щие, что восстановление метакрилата и акрилата у
W. succinogenes катализирует периплазматический
флавопротеин FccA или комплекс периплазмати-
ческих флавопротеина FccA и тетрагемового ци-
тохрома с FccB [12, 13].

Менахинол:цитохром с оксидоредуктаза ‒ воз-
можное звено метакрилатной дыхательной цепи.
Аминокислотная последовательность белка FccC
W. succinogenes имеет высокое сходство с последо-
вательностями цитохромов c семейства белков
NirT/NapC и, в частности, гомологична таковой
белка CymA Shewanella oneidenis MR-1 [13]. Белки
семейства NirT/NapC отвечают за перенос элек-
тронов от пула хинонов к редуктазам, локализо-
ванным в перплазме или связанным с внешней
мембраной. Цитохром c CymA S. oneidenis MR-1
состоит из 187 аминокислот и имеет молекуляр-
ную массу 21 кДа [78]. Как и FccC W. succinogenes,
CymA S. oneidenis имеет N-концевую гидрофоб-
ную α-спираль, удерживающую белок в мембране,
и глобулярный четырехгемовый периплазматиче-
ский домен [78]. Три из четырёх гемов типа С ‒
низкоспиновые, каждый из них координирован
двумя остатками гистидина, редокс потенциалы
низкоспиновых гемов равны ‒110, ‒190, ‒265 мВ
[79]. Четвертый гем ‒ высокоспиновый, располо-
жен около хинолсвязывающего сайта, координи-
рован в дистальной позиции молекулой воды, его
редокс потенциал равен ‒240 мВ [79, 80].

CymA играет центральную роль в анаэробном
дыхании S. oneidenis MR-1 в качестве хаба для пе-
реноса электронов в периплазматическую редокс
сеть. Он собирает электроны от менахинонового
пула в цитоплазматической мембране бактерии и
распределяет их между периплазматическими
белками (мультигемовыми цитохромами с), среди
которых как терминальные редуктазы, так и пе-
риплазматические редокс шаттлы, переносящие
электроны к терминальным редуктазам [78, 79,
81–83]. CymA использует менахинон-7 (MQ-7) в
качестве субстрата и кофактора для превращения
хинонов, в том числе и отличных от MQ-7 [84].
По всей видимости, CymA имеет сложную систе-
му регулирования переноса электронов к опреде-
ленным редуктазам. Так, например, образование
стабильного комплекса между CymA и периплаз-
матической фумаратредуктазой Fcc3 меняет на-
правление катализа и перенос электронов в сто-
рону окисления MQ-7, т.е. на противоположное
по сравнению с этими же проессами у индивиду-
ального CymA [85]. CymA участвует в восстанов-
лении Fe(III), Mn(IV), нитрата, нитрита, фумарата,
диметилсульфоксида, O2 у S. oneidenis MR-1 [78,
81–83, 86, 87]. Кроме того, получены результаты о
функционировании CymA S. oneidenis качестве
терминальной редуктазы нитроароматических
соединений (например, дихлорнитробензола) и
азокрасителей [88].

Таким образом, недостающим звеном, обозна-
ченным на рис. 2 вопросительным знаком, постав-
ляющим восстановительные эквиваленты белкам
метакрилатной редокс системы G. sulfurreducens,

Рис. 4. Электрофоретически гомогенные препараты
метакрилатредуктазы Mrd и цитохрома с Mcc из Geo-
bacter sulfurreducens AM-1: 1, 2 ‒ Mcc (1 и 2 мкг соот-
ветственно), 3, 4 ‒ Mrd (2.5 и 5 мкг соответственно),
5 ‒ маркеры молекулярной массы.
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может оказаться переносчик ‒ менахинол : цито-
хром с оксидоредуктаза, похожий на хаб CymA
электронтраспортной сети S. oneidensis.

АКРИЛАТРЕДУКТАЗА
Обладающий акрилатредуктазной активностью

фермент ARD (табл. 3) был выделен и охарактери-
зован в результате гетерологичной экспрессии гена
ard Vibrio harveyi ATCC 33843 в клетках E. coli [19].
Выбор этой цитоплазматической НАДН-зависимой
флавиноксидоредуктазы (GenBank ID: AIV07243)
для работы был обоснован неизвестной субстрат-
ной специфичностью предполагаемого фермента
и наличием в аминокислотной последовательности
белка домена FAD_binding_2 (Pfam ID: PF00890),
который содержит фумаратсвязывающий сайт
[19]. Мономерный фермент состоит из 1004 ами-
нокислот, имеет молекулярную массу 95 кДа. На
1 моль белка приходится 1 моль нековалентно
связанного ФАД, 1 моль нековалентно связанно-
го ФМН и 1 моль ковалентно связанного ФМН.
Локализован ARD, судя по отсутствию отщепля-
емого сигнального пептида у продукта гена, в ци-
топлазме. Синтез мРНК ard бактерией V. harveyi
стимулировался присутствием 2 мМ акрилата в
среде культивирования, содержавшей сахарозу и
дрожжевой экстракт в качестве субстратов для ро-
ста, как в аэробных условиях, так и в анаэробных
[19]. В качестве субстрата ARD использовал еще и
метакрилат, проявляя 15.5% от акрилатредук-
тазной активности. Было показано, что НАДН
является непосредственным донором электронов
для ARD. ARD проявлял минимальную актив-
ность с фумаратом и кротонатом и не использо-
вал уроканат и циннамат в качестве субстратов
для проявления активности.

Безусловно, ARD из всех известных (мет)ак-
рилатредуктаз ‒ фермент, проявляющий наи-
большее сродство к такому субстрату как акрилат
(табл. 5). Но способность V. harveyi расти на акри-
лате в качестве акцептора электронов, используя
цитоплазматический фермент в качестве терми-
нальной редуктазы, нужно подтвердить экспери-

ментально. V. harveyi обитает в морях и способен
как к брожению, так и анаэробному дыханию
[19, 89]. Акрилат, будучи природным компонен-
том морских экосистем [16, 17], в концентрации
более 2 мМ значительно ингибирует рост бакте-
рии [19]. Наиболее вероятная физиологическая
функция ARD ‒ детоксикация акрилата.

МЕТАКРИЛАТНАЯ РЕДОКС СИСТЕМА ‒ 
ФЛАВОЦИТОХРОМ C

Метакрилатные редокс системы ‒ как экспе-
риментально исследованные у G. sulfurreducens
АМ-1 и W. succinogenes, так и предполагаемые у
A. dehalogenans и D. acetiphilus ‒ периплазматиче-
ские. Они состоят, по-видимому, из флавинсо-
держащей субъединицы и мультигемового цито-
хрома c. Тесное взаимодействие флавопротеинов
и гемсодержащих белков всех известных и потен-
циальных метакрилатных редокс систем закреп-
лено генетически: их гены организованы в один
оперон. Это является основанием для того, чтобы
считать метакрилатные редокс системы флавоци-
тохромами с ‒ необычной группой редокс белков
бактерий [90–93]. Для флавоцитохромов с харак-
терна тесная связь между гемсодержащей и фла-
винсодержащей составляющими [90]. У каждой
из субъединиц флавоцитохрома c есть свой редокс
центр, связанный с пептидной цепью [90]. Среди
флавоцитохромов c отмечены как белковые ком-
плексы из двух или нескольких субъединиц
[91, 92], так и мономеры [7, 94].

Для флавоцитохромов с показаны разные фер-
ментативные активности (табл. 6). Например,
флавоцитохромы c фотосинтезирующих пурпур-
ной серной бактерии Allochromatium vinosum [95–
97] и зеленой серной бактерии Chlorobium thiosulf-
atophilum [95], гетеротрофной бактерии Cupriavi-
dus necator H16 [98] и галофильной бактерии Thio-
alkalivibrio paradoxus [99] обладают сульфид:цито-
хром c – оксидоредуктазной активностью (Fcc,
флавоцитохром c сульфиддегидрогеназа). Они
катализируют превращение сульфида в элементар-
ную серу, что сопровождается переносом электро-

Таблица 5. Субстратная специфичность периплазматических метакрилатных редокс систем и цитоплазматиче-
ской акрилатредуктазы

Организм Образец, в котором
была определена активность

Km к метакрилату,
мкM

Km к акрилату, 
мкM

Ссылка

Geobacter sulfurreduces
AM-1

Очищенные препараты 
метакрилатной редокс системы 
Mrd и Mcc

80 100  [11]

Wolinella succinogenes
DSM 1740

Гомогенаты клеток, содержащие
FccA, FccB и FccC 230 500  [12]

Vibrio harveyi ATCC 33843 Очищенный препарат
акрилатредуктазы ARD 690 16  [19]
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нов на цитохром с [98, 99]. Периплазматический
растворимый гетеродимер Fcc у этих организмов
состоит из двух субъединиц: более крупного,
сульфидсвязывающего, флавопротеина FccB и
цитохрома с FccA [92, 95–98, 100]. У A. vinosum
флавопротеин FccB имеет молекулярную массу
46 кДа и содержит 1 молекулу ковалентно связан-
ного ФАД, цитохром с FccA имеет молекулярную
массу 21 кДа и содержит две молекулы гема C [90,
91, 95, 101].

Флавоцитохром c p-крезол-метилгидроксила-
за [90, 91, 102], найденная в периплазме у не-
скольких видов псевдомонад, катализирует окис-
ление p-крезола в p-гидроксибензиловый спирт и
затем в гидроксибензальдегид [90, 91, 102]. Этот
флавоцитохром является гетеротетрамером
(116 кДа), состоящим из двух флавопротеиновых
субъединиц, 48 кДа каждая и двух субъединиц ци-
тохрома c, 9 кДа каждая [90, 91]. Флавопротеино-
вые субъединицы содержат ковалентно связан-
ный ФАД.

Фумаратредуктазные активности показаны
для трех растворимых флавоцитохромов c двух
видов бактерий-железоредукторов рода Shewanel-
la [6–9, 94]: для периплазматических Fcc3 и Ifc3 из
S. frigidimarina NCIMB 400 [103, 104] и Fcc3 из S.
oneidenis MR-1 [105]. Эти флавоцитохромы с Fcc3
и Ifc3 из S. frigidimarina и Fcc3 из S. oneidenis имеют
нековалентно связанный ФАД (1 моль ФАД на
1 моль белка), 4 гемсвязывающих центра и синте-
зируются с N-концевой секреторной сигнальной
последовательностью типа Seс [7, 104, 10]. Фи-
зиологической активностью для флавоцитохрома
Ifc3, восстанавливающего фумарат только in vitro,
считается восстановление железа [94, 104]. Кри-

сталлы растворимых фумаратредуктаз шеванелл
показали наличие трех доменов в структуре: не-
большого N-концевого тетрагемового домена, C-
концевого домена с нековалентно связанным
ФАД и домена-“зажима”, контролирующего до-
ступность активного сайта для субстрата [9].

Все упомянутые флавоцитохромы c шеванелл
являются гомологами как Mrd, так и Mcc мета-
крилатной редокс системы G. sulfurreducens АМ-1
[77]. Компьютерным моделированием простран-
ственной структуры Mrd и Mcc G. sulfurreducens
АМ-1 было показано их высокое структурное
сходство с растворимыми фумаратредуктазами
Shewanella [106]. Флавопротеин Mrd и по после-
довательности, и по структуре повторяет два ка-
талитических домена C-конца трех флавоцито-
хромов c Shewanella. Мультигемовый цитохром c
Mcc и по последовательности, и по структуре схо-
ден с малым N-концевым гемсодержащим доме-
ном фумаратредуктаз Shewanella. Значительное
сходство этих белков, по всей видимости, обеспе-
чивается общностью их происхождения, эволю-
ции и природных функций.

Физиологическая роль всех упомянутых фла-
воцитохромов c – предмет дискуссий [92, 97, 99].
Наличие же ферментативных активностей у от-
меченных флавоцитохромов c бесспорно.

РОЛЬ И ПРОИСХОЖДЕНИЕ 
МЕТАКРИЛАТНОЙ РЕДОКС СИСТЕМЫ, 

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Таким образом, ферментативная активность
восстановления синтетического соединения ме-
такрилата показана для клеток анаэробных бакте-

Таблица 6. Ферментативные активности флавоцитохромов с анаэробных бактерий

Ферментативная активность Флавоцитохром с Микроорганизм Ссылки

Сульфид:цитохром c – 
оксидоредуктазная

FccB (46 кДа; 1 молекула ковалентно 
связанного ФАД) и FccA (21 кДа; 
2 гема C)

Allochromatium vinosum  [95–97]

Флавоцитохром c
p-крезол-метилгидроксилазная

две субъединицы (48 кДа каждая;
1 молекула ковалентно связанного 
ФАД у каждой) и две субъединицы 
цитохрома c (9 кДа каждый)

Несколько видов
псевдомонад  [90, 91, 102]

Фумаратредуктазная

Fcc3 (63.4 кДа; 1 моль ковалентно
связанного ФАД, 4 моль гемов C)

Shewanella frigidimarina
NCIMB 400  [103]

Fcc3 (65 кДа; 1 моль ковалентно
связанного ФАД, 4 моль гемов C)

Shewanella oneidenis 
MR-1  [105]

Фумаратредуктазная
in vitro

Ifc3 (63.9 кДа; 1 моль ковалентно
связанного ФАД, 4 моль гемов C)

Shewanella frigidimarina
NCIMB 400  [104]

Метакрилатредуктазная,
акрилатредуктазная

Mrd (52.2 кДа; 1 молекула некова-
лентно связанного ФАД) и Mcc 
(26.9 кДа; 7 гемов C)

Geobacter sulfurreducens 
AM-1  [11, 77]
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рий G. sulfurreducens AM-1, A. dehalogenans 2CP-1,
W. succinogenes DSMZ 1740 и D. acetiphilus DSM
12809 (табл. 2–5). Эта активность в двух, а вероят-
но, и во всех четырех случаях обусловлена функ-
ционированием периплазматических двухкомпо-
нентных флавоцитохромов c (табл. 3), состоящих
из ФАД-содержащей субъединицы и мульгемово-
го цитохрома c. Определение объективной роли и
происхождения подобных ферментных комплек-
сов ‒ одни из основных задач исследования дыха-
тельных редокс систем.

Метакрилатная редокс система является пред-
ставителем обширного семейства флавоцитохро-
мов с и других флавопротеинов, имеющих редук-
тазную активность [77]. Среди гомологов белков
метакрилатной редокс системы ‒ периплазмати-
ческий флавоцитохром c Fcc3, являющийся дыха-
тельной фумаратредуктазой у S. oneidenis. В геноме у
S. oneidensis обнаружены гены 42 потенциальных
цитохромов c, среди них несколько мультигемо-
вых цитохромов c, содержащих до 10 гемов [94].
Периплазматические флавоцитохромы c много-
функциональны [107]. Кроме участия в фумарат-
ном дыхании [9], они служат переносчиками
электронов при преодолении периплазмы и вре-
менными узлами, накапливающими электроны,
для таких типов дыхания, когда в качестве акцеп-
тора электронов используется металл, нитрат или
диметилсульфоксид [107]. Основной ролью рас-
творимого флавоцитохрома с Fcc3 из S. oneidenis,
вероятно, является работа в качестве периплазма-
тического узлового центра накопления, распреде-
ления и перемещения электронов между цитоплаз-
матической и внешней мембранами [52, 63, 94, 107].
Выявленное компьютерным моделированием вы-
сокое структурное сходство Fcc3 S. oneidenis и бел-
ков метакрилатной редокс системы Mrd и Mcc
G. sulfurreducens [106] ‒ аргумент общности эво-
люции и функций этих флавоцитохомов c. Таким
образом, главной природной функцией обсуждае-
мых метакрилатных редокс систем может оказаться
электронтранспортная. Факт отсутствия у других
представителей рода Geobacter оперона, содержа-
щего mrd и mcc [77], придает бактерии G. sulfurre-
ducens AM-1 исключительность и позволяет пред-
полагать у AM-1 новые свойства, обусловленные
функционированием электронтранспортного узла
из двух хромопротеидов в периплазме бактерии.

Родство белков метакрилатной редокс систе-
мы с флавопротеинами с ферментативной актив-
ностью ‒ аргумент в пользу каталитической роли
метакрилатной редокс системы [77]. Но метакри-
лат – соединение неприродное. Природным суб-
стратом как периплазматических метакрилатредук-
тазных комплексов G. sulfurreducens, A. dehalogenans,
W. succinogenes и D. acetiphilus, так и цитоплазма-
тической акрилатредуктазы ARD из V. harveyi [19]
мог бы оказаться образуемый в морской экоси-

стеме акрилат [16, 17]. Это предположение под-
тверждается: 1) сравнимыми скоростями восста-
новления метакрилатной редокс системой G. sul-
furreducens акрилата и метакрилата [11]; 2) более
высоким сродством ARD к акрилату, чем к мета-
крилату (табл. 5) [19]. Восстановление метакрилата
может являться одним из дополнительных свойств
этих редуктаз. Как и в случае с дыхательными фу-
маратредуктазами анаэробных бактерий, предпо-
лагаемые акрилатредуктазы могли бы быть как
внутриклеточными (цитоплазматическими по-
добно ARD), так и периплазматическими (как у
G. sulfurreducens AM-1, A. dehalogenans 2CP-1,
W. succinogenes DSMZ 1740 и D. acetiphilus DSM
12809). В таком случае логично полагать, что эти
акрилатредуктазы возникли в процессе эволюции
как адаптационный механизм, трансформирующий
токсичный акрилат в менее токсичные соединения.
Однако отсутствие акрилатредуктазной активно-
сти как в целых клетках, так и в периплазматиче-
ских фракциях бактерий A. dehalogenans 2CP-1 и
D. acetiphilus DSM 12809 (табл. 3) [10] не подтвер-
ждает выдвинутое предположение об акрилате
как физиологическом акцепторе электронов для
белков метакрилатной редокс системы.

Природными функциями метакрилатной ре-
докс системы могут оказаться одновременно обе
обсуждаемые: и ферментативная (восстанавлива-
ющая пока неизвестное природное соединение с
двойными связями или даже акрилат), и транс-
портирующая электроны. Комбинация процес-
сов естественного мутагенеза флавоцитохромов с
и флавопротеинов, а также горизонтального пе-
реноса генов могли привести к появлению мета-
крилатной редокс системы и дать бактерии G.sul-
furreducens АМ-1 адаптивное преимущество при
росте в метаногенных сообществах микроорга-
низмов, очищающих отходы метакрилатных про-
изводств [71–73].

***

Исследования метакрилатных редокс систем
анаэробных бактерий продолжаются. Для дальней-
шего изучения хромопротеидов метакрилатредук-
тазного комплекса должны быть налажены проце-
дуры получения рекомбинантных белков Mrd и Mcc
в клетках хозяев-аэробов. Предстоит преодолеть
проблемы продукции рекомбинантного анаэробно-
го мультигемового цитохрома c, чтобы достичь
корректной пост-трансляционной модификации
(присоединение гемов) в периплазме. Получение
рекомбинантных хромопротеидов Mrd и Mcc по-
тенциально могло бы способствовать разработке
препарата для очистки объектов окружающей
среды от токсичных ненасыщенных органиче-
ских соединений.
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The review analyzes current information about the anaerobic type of respiration using a non-natural meth-
acrylate compound as an electron acceptor. Both the methacrylate redox systems themselves and the anaer-
obic bacteria in whose cells they are found are considered. These complexes consist of f lavin-containing re-
ductase and multiheme cytochrome(s) c3. The genes of the components of the methacrylate redox systems of
different microorganisms are homologous and are organized into one operon. Methacrylate-reducing activity
is determined in the periplasm. The only known bacterial acrylate reductase that reduces the natural com-
pound differs from methacrylate redox systems. The physiological role, origin, and research perspectives for
this unique enzyme system are discussed.

Keywords: methacrylate reductase, multiheme cytochrome c, anaerobic respiration, Geobacter sulfurreducens
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Ацетилирование лизина является глобальным регуляторным механизмом, который влияет на боль-
шинство клеточных процессов. В данной работе мы изучили влияние ацетилирования и деацетили-
рования на активность белков глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (ГАФД) E. coli дикого типа
и мутантных форм. Наши результаты показали, что обработка ГАФД дикого типа ацетилтрансфера-
зой PatZ in vitro приводила к двукратному увеличению ферментативной активности, в то время как
последующее деацетилирование снижало активность фермента до уровня, близкого к исходному. В
случае мутантных форм фермента было показано, что появление дополнительных сайтов ацетили-
рования существенно изменяло влияние процессов ацетилирования/деацетилирования на актив-
ность ГАФД. Эти данные позволяют по-новому взглянуть на роль ацетилирования в регуляции ак-
тивности ГАФД E. coli.

Ключевые слова: глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа, ацетилирование, ацетилтрансфераза, деа-
цетилаза, регуляция активности ГАФД
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Ацетилирование лизина является глобальным
регуляторным механизмом, который влияет на
большинство клеточных процессов. Важной осо-
бенностью такого механизма регуляции является
его влияние на распределение углеродных пото-
ков между путями метаболизма, такими, как гли-
колиз и глюконеогенез, между циклом трикарбо-
новых кислот и глиоксилатным шунтом, а также
между гликолизом и циклом трикарбоновых кислот.
Регулирования подобного рода можно добиться пу-
тем ацетилирования ключевых ферментов цен-
трального метаболизма [1–3]. Одним из объектов
для такого рода модификаций является глицераль-
дегид-3-фосфатдегидрогеназа (ГАФД). Данный
фермент играет важную роль в пути Эмбдена-
Мейерхоффа-Парнаса и глюконеогенезе. ГАФД
катализирует окисление D-глицеральдегид-3-
фосфата до 1,3-бисфосфоглицерата с восстанов-
лением НАД+ до НАДН.

Ранее была продемонстрирована возможность
изменения кофакторной специфичности глице-
ральдегид-3-фосфат дегидрогеназы Escherichia coli и
получен набор ферментов с двойной кофакторной
специфичностью, характеризующихся различной

степенью сродства к НАД+/НАДФ+. Описанные
аминокислотные замены D34K и P189K способ-
ны вносить дополнительные сайты ацетилирова-
ния фермента, что, в свою очередь, может влиять
на энзиматическую активность ГАФД [4].

Из литературных данных известно о наличии
сайтов ацетилирования ГАФД у штаммов дикого
типа, однако механизм, по которому происходит
их ацетилирование, не был исследован [5].

Цель работы – исследование влияния ацети-
лирования на энзиматическую активность ГАФД, а
также влияние на этот процесс единственной оха-
рактеризованной ацетилтрансферазы E. coli PatZ
и неспецифичной к механизму ацетилирования
деацетилазы CobB [6].

МЕТОДИКА
Бактериальные штаммы, плазмиды и ростовые

среды. В качестве полноценной питательной сре-
ды использовали LB “ДиаМ” (Россия), мини-
мальной – M9 (“Sigma-Aldrich”, США) [7]. Для
получения твердых сред в жидкие добавляли бак-
тоагар (“Difco”, США) в концентрации 1.5%. Все

УДК 577.12
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использованные в работе штаммы и плазмиды
приведены в табл. 1 и 2.

Трансформация, трансдукция и получение гене-
тических модификаций в хромосоме E. coli. Транс-
формацию штаммов E. coli, получение трансду-
цирующих фагов P1vir и трансдукцию проводили
согласно общепринятым экспериментальным
протоколам [8, 9]. Инактивацию генов в хромосо-
ме E. coli осуществляли с использованием Red-
системы фага λ по методу, описанному в работе
[9], с помощью хелперной плазмиды pKD20 и
хромосомальной ДНК (λattL-KmR-λattR) в каче-
стве донора “вырезаемого” маркера антибиоти-
коустойчивости [9].

Методы работы с ДНК. Выделение ДНК про-
водили с помощью наборов Plasmid Miniprep и
Cleanup Standard, согласно инструкциям произ-
водителя (“Евроген”, Россия). Электрофорез
ДНК в агарозном геле осуществляли по стандарт-
ным методикам. Стандартный метод ПЦР вос-
производили с помощью амплификатора GeneA-
mp PCR System 9700 (“Biorad”, США). Химиче-
ский синтез олигонуклеотидных праймеров для
ПЦР осуществляла фирма “Синтол” (Россия).
Нуклеотидный состав праймеров приведен в
табл. 3.

Для конструирования кассеты, содержащей
дополнительную копию гена gapA, были синтези-
рованы два фрагмента: первый, несущий ген
устойчивости к канамицину - на основе фрагмен-
та attLλ-Km-attRλ с помощью праймеров Р1 и Р2;
второй, несущий ген gapA* с собственной регуля-
торной областью, - на основе плазмид pKK-gapAWT,
pKK-gapAD34K или pKK-gapAD34KG188TP189K c помо-
щью праймеров Р3 и Р4. Полученные фрагменты
ДНК использовали в качестве матрицы для син-
теза полноразмерной кассеты km-ybhB::gapA по-
средством перекрывающейся ПЦР с использова-

нием праймеров Р1 и Р4. Введение дополнитель-
ной копии гена gapA в хромосому осуществлялось
методом Red-зависимой интеграции; ее наличие
контролировалось ПЦР с использованием прай-
меров Р5-Р6. В заключение маркер устойчивости
к канамицину был удален, что также контролиро-
валось ПЦР с использованием праймеров Р5-Р6.

Инактивация гена gapA на хромосоме E. coli
осуществлялась с использованием Red системы
фага λ по методу, описанному в работе [9] с ис-
пользованием плазмиды pKD20. Конструирова-
ние кассеты ∆gapA::Km осуществлялось с помо-
щью праймеров Р9-Р10; проверка делеции гена
gapA – с помощью праймеров Р7-Р8.

Измерение энзиматических активностей. Для
измерения активности ГАФД культуру клеток
выращивали в жидкой среде M9 в течение 4–8 ч
при 37°C (до OD600 2.0), центрифугировали, два-
жды промывали физиологическим раствором и
разрушали с помощью звукового дезинтегратора
в буфере следующего состава: 100 мМ Tris-HCl,
20 мМ KCl, 0.5 мМ EDTA, 2 мМ DTT, pH 7.5.

Активность ГАФД измеряли спектрофотомет-
рически в клеточных экстрактах по методике,
описанной ранее [10], с добавлением в качестве
кофактора НАД+ или НАДФ+ (2 мМ). Очистку
ГАФД для определения кинетических параметров
проводили фракционным осаждением (NH4)2SO4,
как описано ранее [4]. Для дальнейшей работы
использовали фракцию белка, осажденную при
75–85% (III) насыщения сульфатом аммония.

Электрофорез тотального белка в 15%-полиа-
криламидном геле выполнен в соответствии с ме-
тодикой, представленной Лэмли [11]. Определе-
ние количества белка в экстрактах проводилось
по методу Брэдфорда с использованием реакти-
ва Bio-Rad Protein Asay (“Bio-Rad Laboratories
GmbH”, Германия).

Таблица 1. Бактериальные штаммы, использованные в работе

Штамм Генотип Источник

MG1655 F– CGSC 6300

BL21(DE3) F– ompT hsdSB (rB–, mB–) gal dcm (DE3) Лабораторная коллекция

Таблица 2. Плазмиды, использованные в работе

Плазмида Устойчивость 
к антибиотикам Характеристики Ссылка

pKD20 Amp oriR101, reПA101(ts), P-gam-bet-exo  [9]

pKK-gapAWT Amp ori pBR322, PlacZ, rrnBT1T2  [4]

pKK-gapAD34K Amp ori pBR322, PlacZ, rrnBT1T2  [4]

pKK-gapAD34AG188TP189K Amp ori pBR322, PlacZ, rrnBT1T2  [4]



566

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 6  2023

ПЛЕХАНОВА и др.

Клонирование гена patZ и cobB. На первом эта-
пе получали фрагмент ДНК, соответствующий
гену patZ, с использованием праймеров P11 и P12.
Праймер P11 гомологичен 3'-концу гена и содер-
жит сайт узнавания рестриктазы BamHI. Праймер
P12 гомологичен 5'-концу гена и содержит сайт
узнавания рестриктазы NcoI для дальнейшего
клонирования в плазмиду. Аналогичным образом
был получен фрагмент, соответствующий гену cobB,
с помощью праймеров P13 и P14. Целевые фрагмен-
ты обрабатывали рестриктазами BamHI и NcoI и
клонировали в составе вектора pET22/BamHI-NcoI,
последовательность генов подтверждали секве-
нированием. Штамм E. coli BL21 (DE3) был
трансформирован полученными плазмидами с
последующим отбором трансформантов на среде
LB с ампициллином.

Очистка ферментов CobB и PatZ. Клетки штам-
мов E. coli BL21(DE3)[pET22-cobB] и BL21(DE3)
[pET22-patZ], содержащие ген РНК-полимеразы
фага Т7 под контролем промотора PlacUV5 в хромо-
соме, а гены исследуемых ферментов под контро-
лем промотора, узнаваемого РНК-полимеразой
Т7, в составе рекомбинантных плазмид, выращи-
вали в колбах (200 мл) в среде LB с добавлением
Ap до ОП600 = 1. Синтез целевых белков индуциро-
вали добавлением 1мМ изопропил-β-D-1-тиога-
лактопиранозида (ИПТГ) и продолжали культиви-

рование в течение 3 ч. Для очистки ферментов вы-
ращенные клетки BL21(DE3)[pET22-cobB] и
BL21(DE3)[pET22-patZ] осаждали центрифуги-
рованием, промывали 10 мл физиологического
раствора NaCl, ресуспендировали в буфере А (20 мМ
фосфат натрия pH 7.0; 1 мМ ДТТ; 1 мМ ЭДТА) и
разрушали с помощью ультразвукового дезинте-
гратора. Клеточные обломки и остатки неразру-
шенных клеток удаляли центрифугированием. Из
полученного супернатанта выделяли целевые белки
с помощью металл-хелатной хроматографии на
колонке HisTrap HP согласно рекомендациям
производителя (“GE Healthcare”, Великобритания).

Ацетилирование ε-аминогрупп остатков лизина в
целевых белках in vitro. Реакцию ацетилирования
in vitro проводили, как описано ранее [12]. В каче-
стве субстрата использовали III белковую фрак-
цию ГАФД и 50 нг очищенного фермента PatZ.
Реакционные смеси инкубировали при 37°C в те-
чение различных промежутков времени и анали-
зировали ферментативную активность ГАФД.

Деацетилирование ε-аминогрупп остатков лизи-
на в целевых белках in vitro. Реакцию in vitro прово-
дили, как описано [12]. В качестве субстрата ис-
пользовали III белковую фракцию ГАФД в отсут-
ствие или в присутствии 50 нг очищенного
фермента CobB и 2 мМ НАД+. Реакционные сме-

Таблица 3. Праймеры, используемые для делеции генов и проверки полученных мутаций

ID Праймер Последовательность (5'→3')

Праймеры, используемые для интеграции мутантных генов gapA в хромосому

P1 ybhB-Km ctttctgcaaacaagaaaggagggttcatgcgctcaagttagtataaaaaagctgaacgag

P2 gapA-Km gccagttggtgttaatgttttgttagaatcgtaattgaagcctgctttttta

P3 Km-gapA acttagtataaaaaagcaggcttcaattacgattctaacaaaacattaac

P4 gapA-ybhB gcgccatctggcagagtgattaactaaacatcgcagtaatttatttggagatgtgagcgatcaggt

P5 ybhB-up gcaacagttgcagcgtctga

P6 ybhB-down gttgagctacaggcggtcag

Праймеры, используемые для делеции нативного гена gapA

P7 gapA-down tgatttcagcgtccacggcag

P8 gapA-up gccgtcacgcttgttatgc

P9 del-gapA-R gctcacatctcactttaatcgtgctcacattacgtgactcgctcaagttagtataaaaaagc

P10 del-gapA-L gatgtgatttcagcgtccacggcaggttgcgggcaaaatgaagcctgcttttttatactaag

Праймеры, используемые для клонирования гена patZ

P11 patZ-HindIII-NotI ttgcccagcgcgaggaatcaaagcttgcggccgcactcgag

P12 patZ-NcoI ccagtcctcgctgacccatggccatcgcc

Праймеры, используемые для клонирования гена cobB

P13 cobB-NcoI gatgaccccgacgcgacaccatggccatcgccggctg

P14 cobB-HindIII-NotI gattaaaagcgggaagcattgccaagcttgcggccgcactcgagcac
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си инкубировали при 37°С в течение 1 ч и затем
измеряли ферментативную активность ГАФД.

Реализацию процессов ацетилирования/деа-
цетилирования целевого белка контролировали
электрофорезом в полиакриламидном геле в на-
тивных условиях [13].

Построение 3Д-структур белков с аминокислот-
ными заменами. В качестве основы для моделиро-
вания была взята трехмерная структура ГАФД
1S7C. Cервером I-TASSER [14] были предсказаны
мономерные субъединицы белков с аминокис-
лотными заменами. Выравнивание, уточнение и
визуализация трехмерных структур осуществля-
лись с помощью PyMOL v.2.5.0.

Для описания введенных посттрансляцион-
ных модификаций было выбрано силовое поле
Charmm 36М дополнительной параметризацией
[15].

Докинг. Расчеты стыковки проводились с ис-
пользованием DockingServer [16]. Силовое поле
MMFF94 [17] использовали для минимизации
энергии молекулы лиганда (DL-глицеральдегид-
3-фосфат) с помощью DockingServer. Исходное
положение, ориентация и кручение молекул ли-
ганда задавались случайным образом. Каждый
эксперимент по стыковке был получен из 100 раз-
личных запусков, которые должны были завер-
шиться после максимум 250 000 оценок энергии.
Размер популяции был установлен равным 150.
Во время поиска применялись поступательный
шаг 0.2 Å, кватернионный и торсионный шаги 5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Ацетилирование аминокислотного остатка

лизина – универсальный регуляторный меха-
низм, оказывающий влияние на все клеточные
процессы. Идентификация широкого ряда ацети-
лированных метаболических ферментов как у че-
ловека, растений [18], так и у прокариот [19], а
также анализ литературных данных о различных
метаболических регуляторных ролях этой моди-
фикации [20] указывает на то, что обратимое аце-
тилирование аминокислотного остатка лизина мо-
жет представлять собой эволюционно консерва-
тивный механизм метаболической регуляции как
у эукариот, так и у прокариот [21].

Согласно опубликованным литературным
данным, ацетилирование аминокислотных остат-
ков лизина ГАФД по-разному влияет на ее актив-
ность у эукариот в зависимости от типа и состоя-
ния клеток. Например, в эмбриональных клетках
почек человека (HEK293T) ацетилирование
ГАФД по остатку лизина 254 повышает ее фер-
ментативную активность в ответ на глюкозу [22]. В
клетках фибробластов мыши (NIH3T3) ацетили-
рование ГАФД усиливает ее транслокацию из ци-
топлазмы в ядро, тем самым ингибируя нисходя-

щий гликолиз и накопление промежуточных про-
дуктов гликолиза [23]. В растениях риса
ацетилирование ГАФД снижает ее ферментатив-
ную активность, а также ее взаимодействие с дру-
гими гликолитическими ферментами [24]. Сле-
довательно, ацетилирование аминокислотных
остатков лизина ГАФД может модулировать ее
функцию и по-разному влиять гликолиз в различ-
ных организмах в разных условиях. Однако влия-
ние ацетилирования лизиновых остатков ГАФД у
E. coli до сих пор детально не изучено.

Ранее была продемонстрирована возможность
изменения кофакторной специфичности глице-
ральдегид-3-фосфат дегидрогеназы E. coli и полу-
чен набор ферментов с двойной кофакторной
специфичностью, характеризующихся различной
степенью сродства к НАД+/НАДФ+. Описанные
аминокислотные замены D34K и P189K способ-
ны вносить дополнительные сайты ацетилирова-
ния фермента, что, в свою очередь, может влиять
на энзиматическую активность ГАФД [4].

Рядом авторов было показано, что клетки E. сoli,
несущие делецию гена gapA, не способны к росту
ни на богатой, ни на минимальной среде с глюко-
зой в качестве источника углерода [25]. Исходя из
этого, конструирование целевого штамма осу-
ществлялось в два этапа. На первом этапе в ybhB-
локус MG1655 были введены гены gapAWT, gapAD34K и
gapAD34AG188TP189K с собственной̆ регуляторной об-
ластью в качестве второй копии. Выбранный ген
ybhB не является значимым для E. coli, то есть с
делецией этого гена штаммы способны расти как
на богатой среде LB, так и на минимальной – М9.
И, как видно на рисунке 1, удаление данного гена
не приводило к изменениям в ростовых характе-
ристиках штамма. Описанные ранее плазмиды
были использованы в качестве матрицы для ампли-
фикации мутантных генов. После этого для инакти-
вации природной копии gapA в полученные штаммы
MG1655 ∆ybhB::gapAWT, MG1655 ∆ybhB::gapAD34K и
MG1655 ∆ybhB::gapAD34AG188TP189K была интегри-
рована кассета ∆gapAnative::kan с помощью систе-
мы Red-зависимой рекомбинации и отобраны ка-
намицин-устойчивые клоны.

Полученные штаммы MG1655 ∆ybhB::ga-
pAWT∆gapAnative::kan, MG1655 ∆ybhB::gapAD34K∆ga-
pAnative::kan и MG1655 ∆ybhB::gapAD34AG188TP189K

∆gapAnative::kan обладали способностью расти как
на богатой среде LB, так и на минимальной среде
М9 с глюкозой в качестве единственного углерод-
ного субстрата. Однако, как видно на рисунке 1,
наличие мутантных генов gapA в локусе ybhB в ка-
честве единственной копии gapA не было способ-
но полностью супрессировать делецию нативно-
го гена gapA, восстанавливая тем самым скорость
роста до уровня штамма дикого типа.
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Ацетилирование аминокислотных остатков
лизина может происходить по двум механизмам:
неферментативному и ферментативному, опо-
средованному ацетилтрансферазами. Единствен-
ным известным ферментом-ацетилтрансферазой
у E. coli является пептидиллизин N-ацетилтранс-
фераза, кодируемая геном patZ (ранее yfiQ).

Независимо от того, по какому из двух меха-
низмов происходит ацетилирование аминокис-
лотного остатка лизина, сделать этот процесс об-
ратимым способна деацетилаза CobB из сиртуи-
нового семейства NAD+-зависимых деацетилаз,
кодируемая геном cobB. CobB является гомоло-
гом эукариотических сиртуинов, регулирующих
различные клеточные процессы, такие, как мета-
болизм, реакцию на стресс и старение.

Для проведения реакций ацетилирования и
деацетилирования с помощью афинной металло-
хелатной хроматографии были очищены фермен-
ты ацетилтрансфераза PatZ и деацетилаза CobB.

Ферменты добавляли в реакционную смесь к изу-
чаемому белку ГАФД, после инкубирования дан-
ные ферменты удаляли из реакционной смеси,
добавляя в раствор никелевую смолу. Удаление
модифицирующих ГАФД ферментов PatZ и CobB
из раствора контролировали с помощью электро-
фореза в полиакриламидном геле, после чего во
фракции свободного объема измеряли энзимати-
ческую активность ГАФД. Результаты измерений
НАД+-зависимой активности ГАФД штамма
MG1655 ybhB::PgapA–gapA*ΔgapA::Km, несущего
плазмиды с мутантными генами gapA приведены
в табл. 4.

In vitro обработка фермента ГАФД дикого типа
ацетилтрансферазой PatZ приводила к двукрат-
ному увеличению ее ферментативной активно-
сти. При деацетилировании активность белка
снижалась до уровня, близкого к исходному.

Наибольший интерес представляют показатели
активности белков ГАФДD34AG188TP189K и ГАФДD34K,

Рис. 1. Рост штаммов на минимальной среде с глюкозой в качестве единственного источника углерода (начальная оптиче-
ская плотность ОП600 составила): 1 – штамм MG1655; 2 – MG1655 ∆ybhB; 3 – MG1655 ∆ybhB::PgapA-gapAWT∆gapAnative; 4 –
MG1655 ∆ybhB::PgapA-gapAD34K∆gapAnative; 5 – MG1655 ∆ybhB::PgapA-gapAD34AG188TP189K∆gapAnative.
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Таблица 4. НАД+-зависимая активность ГАФД штамма MG1655 ybhB::PgapA-gapA*∆gapA::Km, несущего плазми-
ды с мутантными gapA (представлены средние значения, полученные в трех независимых экспериментах)

Плазмида

НАД++ cпецифическая активность ГАФД, мкмоль мин–1 мг–1

нативная
форма белка

ацетилированная 
форма белка

деацетилированная
форма белка

pKK-gapAwt 520.7 ± 0.75 912.4 ± 0.57 637.1 ± 0.66

pKK-gapAD34K 20 ± 0.65 13.7 ± 0.54 26.4 ± 1.2

pKK-gapAD34AG188TP189K 139 ± 0.80 224 ± 0.40 121 ± 0.60
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имеющих потенциальный дополнительный сайт
ацетилирования. Как видно из полученных дан-
ных, обработка мутантного фермента ГАФДD34K

ацетилтрансферазой PatZ in vitro приводила, в отли-
чие от белка дикого типа, к уменьшению удельной
активности прямой реакции, а деацетилирование
увеличивало активность белка до величины, незна-
чительно превышающей исходное значение.

При ацетилировании мутантного фермента
ГАФДD34AG188TP189K активность, как и в случае бел-
ка дикого типа, увеличивалась (на 60%), а при де-
ацетилировании снижалась. При этом достигну-
тое значение активности было несколько ниже,
чем до ацетилирования, что может объясняться
удалением не только дополнительной ацетиль-
ной группы, но и одной из ацетильных групп, ис-
ходно присутствовавших в белке дикого типа.

Поскольку мутантные ферменты ГАФД облада-
ют двойной кофакторной специфичностью, нами
была проанализирована их удельная активность
при использовании НАДФ+ в качестве кофактора.
Результаты измерений представлены в таблице 5.

Как мы видим из представленных таблиц, ис-
следуемые белки демонстрировали различное
сродство к кофакторам после ацетилирования.

Для идентификации ацетилированных амино-
кислотных остатков лизина после in vitro обработки
целевых белков ГАФД ацетилтрансферазой PatZ
был проведен масс-спектрометрический анализ.
В белке ГАФД дикого типа было идентифициро-
вано 6 сайтов ацетилирования. В случае белков с
аминокислотными заменами было обнаружено
еще два ацетилированных лизиновых остатка: в
позиции 23 в белке GapAD34K и в позиции 184 в
случае белка GapAD34AG188TP189K. На рисунке 2 се-
рым цветом выделены ацетилированные амино-
кислотные остатки лизина на поверхности белка
ГАФД.

Для глубокого понимания происходящих про-
цессов были проведены процедура молекулярного
докинга и анализ образованных комплексов белок-
кофактор. На первом этапе были построены 3Д
модели белков с аминокислотными заменами
GapAD34AG188TP189K и GapAD34K с помощью сервера
I-TASSER (см. Методика). С помощью методов
молекулярного моделирования к аминокислот-
ным остаткам лизина в определенных позициях
были добавлены ацетильные группы, а получен-
ные структуры были оптимизированы с помощью
силового поля Charmm 36М (см. Методика).

Таблица 5. НАДФ+-зависимая активность ГАФД штамма MG1655 ybhB::PgapA-gapA*∆gapA::Km, несущего плаз-
миды с мутантными gapA (представлены средние значения, полученные в трех независимых экспериментах)

Плазмида

НАДФ+- cпецифическая активность ГАФД, мкмоль мин–1 мг–1

нативная
форма белка

ацетилированная 
форма белка

деацетилированная 
форма белка

pKK-gapAwt <0.01 <0.01 <0.01

pKK-gapAD34K 9 ± 0.45 18.2 ± 0.40 8.3 ± 0.25

pKK-gapAD34AG188TP189K 58.9 ± 0.36 56 ± 0.32 87.5 ± 0.44

Рис. 2. Распределение ацетилированных аминокислотных остатков лизина по белковой поверхности ГАФД.

180�
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Данные молекулярного докинга отлично кор-
релировали с результатами измерений активно-
сти белков. Построенные в программе Docking-
Server комплексы фермент-кофактор позволили
объяснить изменения в значениях активности
ферментов GapAD34AG188TP189K и GapAD34K. В слу-
чае белка GapAD34K стабилизация образуемых
связей с кофакторами обеспечена аминокислот-
ными остатками лизина в позициях 124 и 192 для
кофактора НАДФ+ и только аминокислотным
остатком лизина в позиции 124, для кофактора
НАД+.

Логотип консенсусной последовательности,
показывающий аминокислотный состав в положе-
ниях от –10 до +10 относительно чувствительных к
ацетилированию остатков лизина, был создан с ис-
пользованием онлайн сервиса WebLogo [26]
(рис. 3). Для его построения были использованы
аминокислотные последовательности 100 белков
E. coli из опубликованного протеомного анализа
ацетилированных белков [5].

Равномерность распределения аминокислот-
ных остатков лизина в пептидах была оценена с
помощью критерия согласия Колмогорова. Дан-
ная метрика используется для сравнения эмпири-
ческой функции распределения остатков лизина
в белковой последовательности с теоретической
функцией равномерного распределения. Нулевая
гипотеза состоит в том, что аминокислотные остат-
ки лизина распределены равномерно по всей бел-
ковой последовательности. Альтернативная ги-
потеза состоит в том, что аминокислотные остатки
лизина не распределены равномерно по белковой
последовательности. Критерий Колмогорова вы-
числяет максимальное отклонение между двумя
функциями распределения относительно стан-
дартного распределения и преобразует его в p-val-
ue – вероятность получения отклонения при вер-
ности нулевой гипотезы. В данном случае было
получено значение p-value, равное 1 × 10–6, что
свидетельствует об очень низкой вероятности
равномерного распределения остатков лизина.

Поэтому была принята альтернативная гипотеза с
уровнем значимости 95%, заключающаяся в том,
что ацетилированные остатки лизина не распре-
делены равномерно в пептидах, а имеется опреде-
ленная закономерность в их окружении другими
аминокислотными остатками. Для вычисления
критерия Колмогорова была использована биб-
лиотека scipy, которая предоставляет различные
статистические функции для Python.

Из полученной диаграммы вероятности ами-
нокислотного окружения ацетилированного остат-
ка лизина видно, что с наибольшей вероятностью
в соседнем положении от ацетилированного
остатка лизина находится аминокислотный оста-
ток глютаминовой кислоты, который, вероятнее
всего, служит основным катализатором для ини-
циирования реакции ацетилирования, а через 4
аминокислоты с высокой степенью вероятности
находится еще один аминокислотный остаток
лизина, что и наблюдается как в случае белка
GapAD34AG188TP189K, так и в случае белка GapAD34K.

Из сопоставления полученных данных масс-
спектрометрии и анализа аминокислотных по-
следовательностей белков можно сделать вывод,
что аминокислотные замены на лизин в позициях
34 и 189 обеспечивают необходимое окружение
для создания дополнительных сайтов ацетилиро-
вания в позициях 23 и 184 соответственно.

Обнаруженный способ влияния на энзимати-
ческую активность представляет собой потенци-
альный механизм регулирования энергетического
статуса клетки, так как в процессе ацетилирования
задействованы ацетил-КоА и НАД+ – две молеку-
лы, которые непосредственно участвуют в мета-
болических процессах. Такого рода метаболиче-
ская регуляция посредством ацетилирования мо-
жет быть консервативным механизмом у разных
организмов.

***
В этой работе мы наглядно продемонстриро-

вали влияние процесса ацетилирования на актив-

Рис. 3. Вероятностное распределение аминокислотных остатков в белках E. coli в непосредственной близости ацети-
лированных аминокислотных остатков лизина.
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ность ключевого фермента центрального метабо-
лизма ГАФД и двух его мутантных вариантов с
дополнительными сайтами ацетилирования.

Изучение процесса ацетилирования имеет
значение для многих аспектов биохимии и био-
технологии и играет важную роль в понимании
молекулярных механизмов, влияющих на актив-
ность ферментов, особенно тех, которые приводят
к перераспределению потоков клеточного мета-
болизма. На сегодняшний день для изучения аце-
тилирования белков используются современные
технологии протеомики, которым помогают как
высокопроизводительные, так и эксперимен-
тальные методы с высоким разрешением. Однако
детальное изучение механизмов остается актуаль-
ной задачей.

В работе использовали оборудование (масс-
спектрометр, “Burker”, Германия) центра кол-
лективного пользования “Промышленные био-
технологии” ФИЦ Биотехнологии РАН.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования Российской Федерации в рамках про-
граммы по развитию генетических технологий на
2019–2027 гг. (Соглашение № 075-15-2021-1071)
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Effect of Nε-acetylation on the Enzymatic Activity of Escherichia coli 
Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase
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The regulation of cellular metabolism is a topic of interest for both fundamental and applied science, as the
findings can be used in various biotechnological industries. One of the universal regulatory mechanisms that
affects most cellular processes is the acetylation of lysine residues in central metabolic enzymes, such as glyc-
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. In this work, we investigated the effect of acetylation and deacetyl-
ation on the activity of both wild type and mutant E. coli glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. We
found that in vitro acetylation of wild-type GAPDH by PatZ acetyltransferase increased its enzymatic activity
by twofold, while subsequent deacetylation restored the activity to initial level. For mutant forms of glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase, we demonstrated that the introduction of additional acetylation sites
due to mutations altered the impact of acetylation/deacetylation processes on glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase activity. Our data suggest a re-evaluation of the role of acetylation in regulating glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase activity and its involvement in E. coli metabolism.

Keywords: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, acetylation, acetyltransferase, deacetylase, regula-
tion of GAPDH activity
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ИЗ ГЛЮКОЗЫ РЕКОМБИНАНТНЫМИ ШТАММАМИ Escherichia coli 

ПО ВАРИАНТУ ЦИКЛА ТРИКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ, 
ОПОСРЕДОВАННОМУ ДЕЙСТВИЕМ 2-КЕТОГЛУТАРАТ-
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Оптимизирован биосинтез янтарной кислоты из глюкозы ранее сконструированным штаммом
E. coli SUC1.0 (pMW119-kgd) (MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP,
∆aceBAK, ∆glcB, ∆sdhAB, pMW119-kgd). Выход целевого вещества повышен при активации в штамме
варианта цикла трикарбоновых кислот, опосредованного действием гетерологичной 2-кетоглута-
рат-декарбоксилазы, за счет интенсификации анаплеротического формирования щавелевоуксус-
ной кислоты. Инактивация в штамме неспецифичной тиоэстеразы YciA не оказывала значимого
влияния на биосинтетические характеристики продуцента. Повышение экспрессии нативной фос-
фоенолпируваткарбоксилазы обеспечивало рост выхода целевого соединения рекомбинантом,
синтезирующим янтарную кислоту в реакциях природного цикла трикарбоновых кислот, с 25 до
42%, и с 67 до 75% при индуцированной экспрессии 2-кетоглутарат-декарбоксилазы Mycobacterium tu-
berculosis. Экспрессия в штамме гена пируваткарбоксилазы Bacillus subtilis приводила к росту выхода ян-
тарной кислоты до 84%. Функционируя в режиме полноклеточного биокатализатора, сконструирован-
ный штамм SUC1.0 PL-pycA (pMW119-kgd) демонстрировал коэффициент конверсии субстрата в це-
левой продукт, достигающий 93%, приближающийся к теоретическому максимуму.

Ключевые слова: 2-кетоглутарат декарбоксилаза, анаплеротические пути, оксидативная ветвь ЦТК,
полуальдегид янтарной кислоты, янтарная кислота, Escherichia coli
DOI: 10.31857/S0555109923060168, EDN: CXMYQU

Янтарная кислота является перспективным
“строительным блоком” для получения таких
промышленно значимых химикатов как 1,4-бутан-
диол, малеиновый ангидрид, сукцинимид, 2-пирро-
лидон и тетрагидрофуран [1]. В свою очередь, эти
соединения служат удобными предшественниками
для крупнотоннажного синтеза целого спектра ве-
ществ с высокой добавленной стоимостью, вклю-
чая растворители, полимеры, в том числе биоде-
градируемые пластики, пластификаторы и фар-
мацевтические субстанции [2].

В настоящее время янтарная кислота произво-
дится, в основном, нефтехимическим синтезом.
Тем не менее, являясь интермедиатом централь-
ного метаболизма множества живых организмов,
янтарная кислота может быть получена в резуль-
тате микробиологического синтеза из возобнов-
ляемого сырья. В частности, с использованием

такого доступного и широко распространенного
субстрата, как сахара растительной биомассы.

Природными продуцентами янтарной кисло-
ты являются облигатно или же факультативно
анаэробные бактерии Actinobacillus succinogenes [3],
Anaerobiospirillum succiniciproducens [4] и Mann-
heimia succiniciproducens [5], способные эффектив-
но превращать глюкозу в янтарную кислоту в от-
сутствие аэрации. Однако культивирование и вы-
ращивание этих бактерий требует использования
дорогостоящих комплексных питательных сред,
что резко ограничивает возможность экономиче-
ски оправданного применения природных проду-
центов в промышленном производстве янтарной
кислоты. Вместе с тем, в последние годы значи-
тельный прогресс был достигнут в создании эф-
фективных рекомбинантных продуцентов янтар-
ной кислоты на основе таких традиционных для
промышленной биотехнологии микроорганизмов,

УДК 577.121
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как Saccharomyces cerevisiae, Corynebacterium glu-
tamicum и Escherichia coli [6]. С учетом развитости
доступного генно-инженерного инструментария,
нетребовательности к компонентам питательных
сред и глубокой изученности метаболизма, клет-
ки E. coli представляются наиболее перспектив-
ным объектом для создания высокоэффективных
рекомбинантных продуцентов соответствующего
дикарбоксилата.

В отличие от бактерий рубца, E. coli способна
синтезировать янтарную кислоту в качестве ос-
новного продукта утилизации углеродного суб-
страта как в анаэробных, так и в аэробных усло-
виях [7]. Основными путями биосинтеза янтар-
ной кислоты в клетках E. coli служат реакции
цикла трикарбоновых кислот (ЦТК) и глио-
кислатного шунта (ГШ). При анаэробиозе мак-
симальные уровни конверсии субстрата в целе-
вой продукт достигаются в результате совместно-
го действия восстановительной ветви ЦТК и ГШ
[8], тогда как в присутствии кислорода эффектив-
ный синтез целевого продукта достигается при
его предпочтительном формировании через ГШ,
а не по оксидативной ветви ЦТК [9]. В первую
очередь, это связано с ограниченным потоком уг-
лерода через 2-кетоглутарат к сукцинил-КоА и ян-
тарной кислоте в силу сниженной активности 2-ке-
тоглутарат-дегидрогеназы (КФ 1.2.1.105) E. coli при
выращивании клеток в богатых и содержащих
глюкозу средах [10].

Ранее было показано, что эффективное аэроб-
ное формирование таких интермедиатов ЦТК,
как янтарная [11], фумаровая [12] и яблочная [13]
кислоты без участия ГШ возможно при обеспече-
нии в клетках E. coli функционирования варианта
оксидативного ЦТК, обнаруженного у мико- [14]
и цианобактерий [15]. Функциональность данно-
го варианта ЦТК опосредована действием отсут-
ствующей у E. coli 2-кетоглутарат-декарбоксилазы
(КФ 4.1.1.71) и предполагает обход реакции, ката-
лизируемой 2-кетоглутарат-дегидрогеназой, ко-
торая, в свою очередь, отсутствует или же неак-
тивна у мико- и цианобактерий, в результате
шунтирования 2-кетоглутарата к янтарной кислоте
через промежуточное формирование сукцинат по-

луальдегида. В случае фумаровой и яблочной кис-
лот, выходы этих дикарбоксилатов из глюкозы,
приближенные к теоретическим максимумам
(0.86 моль/моль и 0.94 моль/моль, соответственно),
были достигнуты в результате дерепрессии цепи пе-
реноса электронов и ассоциированной сукцинатде-
гидрогеназы (КФ 1.3.5.1). Соответствующий фер-
ментативный комплекс был инактивирован в
штамме-продуценте янтарной кислоты и достиг-
нутый относительно невысокий выход целевого
вещества (0.67 моль/моль), сопряженный с за-
метной секрецией побочных продуктов, был, по-
видимому, обусловлен дисбалансом в формиро-
вании ключевых предшественников ЦТК, щаве-
левоуксусной кислоты (ЩУК) и ацетил-КоА.

Цель работы – оптимизация биосинтеза ян-
тарной кислоты из глюкозы рекомбинантным
штаммом E. coli, способным к формированию це-
левого соединения по варианту цикла трикарбо-
новых кислот, опосредованному действием 2-ке-
тоглутарат-декарбоксилазы.

МЕТОДИКА
Реактивы. В работе использовали рестриктазу

BglII, ДНК-полимеразу Taq, Т4 ДНК-лигазу
(“Thermo Scientific”, Литва), а также высокоточную
ДНК-полимеразу Kapa HiFi (“Roche”, Швейца-
рия). ПЦР-продукты очищали электрофорезом в
агарозном геле и выделяли с помощью QIAquick
Gel Extraction Kit (“Qiagen”, США). Олигонук-
леотиды (“Евроген”, Россия) представлены в
табл. 1. Компоненты питательных сред, соли и
другие реактивы были произведены фирмами
“Panreac” (Испания) и “Sigma” (США).

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды. Ис-
пользованные в работе бактериальные штаммы и
плазмиды представлены в табл. 2. Штамм E. coli
K-12 MG1655 (ВКПМ B-6195) и ранее сконструи-
рованный штамм E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB,
∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP, ∆aceBAK, ∆glcB,
∆sdhAB [11], обозначенный как SUC1.0, обладаю-
щий модифицированной системой транспорта и
фосфорилирования глюкозы и лишенный путей
смешанно-кислотного брожения, глиоксилатно-

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе

№ Последовательность

P1 5'-tgcgacagatctctcacctaccaaacaatgccc-3'
P2 5'-atgtatatctccttcacggccaatgcttcgtttc-3'
P3 5'-gacattactacgcaatgcggaatattgttcgttcat-atgtatatctccttc-acggccaatg-3'
P4 5'-ctagtaagatcttgaagcctgcttttttatactaagttgg-3'
P5 5'-ggctatcaaacgataagatggggtgtctggggtaatcgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3'
P6 5'-gacgtcaccgcttttacgtg-3'
P7 5'-gcgttcaagaatgtgttctc-3'
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го шунта и возможности аэробной конверсии ян-
тарной кислоты в фумаровую, были использованы в
качестве исходных для конструирования всех по-
лученных в работе рекомбинантов. Бактерии
культивировали, используя богатые среды LB, SOB,
SOC и минимальную среду М9 [16] с добавлением,
при необходимости, ампициллина (100 мкг/мл) или
хлорамфеникола (30 мкг/мл).

Конструирование штаммов. Введение целевых
модификаций в хромосому E. coli осуществляли с
использованием методики, описанной ранее [17].

Конструирование фрагмента ДНК для замены
нативной регуляторной области гена ppc искус-
ственным генетическим элементом PL-SDϕ10, со-
держащим промотор PL фага лямбда и эффектив-
ный сайт связывания рибосом гена ϕ10 из фага
Т7, проводили в несколько стадий. На первой
стадии, с помощью ПЦР был получен фрагмент
ДНК, содержащий участок узнавания BglII, про-
мотор PL, последовательность SD гена ϕ10 из фага
Т7 и 36 нуклеотидов, комплементарных 5'-концу
кодирующей области гена ppc.

Фрагмент получали в два этапа. На первом эта-
пе, с использованием в качестве матрицы геном-
ной ДНК фага лямбда и праймеров P1 и P2 был
получен фрагмент ДНК, содержащий участок
узнавания BglII, промотор PL и часть последова-
тельности SD гена ϕ10 из фага Т7. Полученный
ПЦР-продукт служил матрицей в следующем ра-
унде ПЦР с использованием праймеров P1 и P3.
Праймер P3 содержал область комплементарную
3'-концу промотора PL, последовательность SD

гена ϕ10 из фага Т7 и 36 первых нуклеотидов из рам-
ки считывания гена ppc. Параллельно осуществляли
вторую стадию конструирования фрагмента ДНК.
Фрагмент ДНК, содержащий участок узнавания
BglII, маркер устойчивости к хлорамфениколу
(ген cat) и 36 нуклеотидов, гомологичных участку
ДНК, непосредственно предшествующему коди-
рующей области гена ppc, был получен ПЦР с ис-
пользованием праймеров P4 и P5 и плазмиды
pMW118-(λattL-Cm-λattR) [18] в качестве матрицы.
Полученные фрагменты ДНК были обработаны
эндонуклеазой рестрикции BglII и лигированы Т4
ДНК-лигазой. Продукт лигирования амплифи-
цировали с использованием праймеров P3 и P5.
Полученный ПЦР-продукт был интегрирован в
хромосому штамма E. coli MG1655, несущего
плазмиду-помощник pKD46 [17]. Соответствие
запланированной и экспериментально получен-
ной нуклеотидной последовательности нового
регуляторного элемента, введенного перед коди-
рующей областью гена ppc, было подтверждено
секвенированием с помощью праймеров P6 и P7.

Индивидуальные генетические модификации
вводили в состав хромосом целевых рекомби-
нантных штаммов с помощью P1-зависимых
трансдукций [16]. В случае инактивации гена yciA
и интеграции на место гена poxB гена pycA B. subtilis
под контролем промотора PL фага лямбда, исполь-
зовали ранее полученные препараты P1-трансдуци-
рющих фагов, содержащих соответствующие мар-
кированные модификации [19, 12]. Удаление мар-
кера, фланкированного att-сайтами фага лямбда, из
хромосом целевых штаммов, проводили с ис-

Таблица 2. Штаммы и плазмиды

Объект
Генотип Ссылка

Штамм

MG1655 Штамм E. coli дикого типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ
SUC1.0 E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, 

PtacgalP, ∆aceBAK, ∆glcB, ∆sdhAB
 [11]

SUC1.0 ΔyciA E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, 
PtacgalP, ∆aceBAK, ∆glcB, ∆sdhAB, ΔyciA

Данная работа

SUC1.0 PL-ppc E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, 
PtacgalP, ∆aceBAK, ∆glcB, ∆sdhAB, PL-SDϕ10-ppc

Данная работа

SUC1.0 PL-pycA E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP, 
∆aceBAK, ∆glcB, ∆sdhAB, poxB::PL-pycABs

Данная работа

Плазмида

pMW118-(λattL-Cm-λattR) pSC101, bla, cat, λattL-cat-λattR  [18]
pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-λgam-bet-exo  [17]
pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-λxis-int, cIts857  [20]
pMW119-kgd pMW119 с клонированным геном 2-кетоглутарат декрабоксилазы 

(kgd) M. tuberculosis
 [21]
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пользованием плазмиды pMWts-Int/Xis, как опи-
сано ранее [20]. Трансформацию штаммов плаз-
мидами осуществляли по стандартной методике.

Культивирование штаммов. Рекомбинантные
штаммы выращивали в течение ночи в среде М9,
содержащей 2 г/л глюкозы, при 37°C. Получен-
ные ночные культуры (5 мл) разбавляли в 10 раз,
добавляя 45 мл среды М9, содержащей 9 г/л (50 мМ)
глюкозы, 10 г/л дрожжевого экстракта и 2.5 г/л
NaHCO3. Полученные культуры выращивали в
колбах объемом 750 мл на роторной качалке при
250 об./мин в течение 8 ч при 37°C. Индукцию
экспрессии гена kgd, находящегося под контролем
LacI-зависимого промотора, осуществляли добав-
лением изопропил-β-D-тиогалактозида (ИПТГ) до
конечной концентрации 1.0 мМ через 2.5 ч после
начала инкубации.

Двухстадийное культивирование осуществля-
ли следующим образом. Для первоначального на-
копления биомассы клетки выращивали, как
описано выше, и собирали центрифугированием
в течение 15 мин при 2000 g и 4°C. Осадок ресус-
пендировали в 50 мл модифицированной среды
М9, лишенной ионов аммония, содержащей 10 г/л
глюкозы, 2.5 г/л NaHCO3 и, при необходимости,
1 мМ ИПТГ. В дальнейшем культуры инкубиро-
вали в колбах объемом 750 мл, закрытых ватными
пробками, на роторной качалке при 250 об./мин и
37°C в течение 19 ч. Клеточные суспензии цен-
трифугировали при 10000 g в течение 10 мин и в
полученных супернатантах определяли концен-
трации секретированных метаболитов и остаточ-
ной глюкозы. Все эксперименты повторялись не
менее трех раз. Для сохранения в штаммах плаз-
миды pMW119-kgd [21] все среды дополнительно
содержали 100 мкг/мл ампициллина (“Синтез”,
Россия).

Аналитические методы. Концентрации органи-
ческих кислот и глюкозы в культуральных жидко-
стях, освобожденных от биомассы центрифуги-
рованием, определяли методом ВЭЖХ, как опи-
сано ранее [13]. Использовали систему “Waters”
HPLC system (США), укомплектованную УФ-
или рефрактивным детектором, а также ион-экс-
клюзионной колонкой Rezex ROA-Organic Acid
H+ (8%) (“Phenomenex”, США) или обращенно-
фазовой колонкой Spherisorb-NH2 (“Waters”,
США) соответственно. В качестве подвижных
фаз использовали 2.5 мМ водный раствор серной
кислоты или смесь ацетонитрил-вода в соотноше-
нии 75:25 об./об. Углеродный баланс рассчитан как
выраженное в % отношение общего количества мо-
лей углерода в сформированных продуктах (с
учетом потерь СО2 в ЦТК) к количеству молей угле-
рода потребленной глюкозы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее сконструированный штамм E. coli SUC1.0
(pMW119-kgd) (табл. 1) был способен к аэробному
синтезу янтарной кислоты из глюкозы как в ре-
зультате действия оксидативной ветви природного
ЦТК, так и при активации в клетках, в результате
индукции экспрессии гена kgd M. tuberculosis, мо-
дифицированного варианта цикла. При этом,
биосинтез янтарной кислоты по нативному ЦТК
обеспечивал конверсию субстрата в целевой про-
дукт на уровне ~25% и сопровождался секрецией
значительных количеств пировиноградной кисло-
ты, тогда как функционирование варианта ЦТК
опосредованного действием 2-кетоглутарат-де-
карбоксилазы обеспечивало выход янтарной кис-
лоты, достигающий 67%, с формированием ук-
сусной кислоты в качестве основного побочного
продукта утилизации глюкозы (табл. 3, рис. 1). С
учетом инактивации в штамме основных фермен-
тов, ответственных за конверсию в уксусную кис-
лоту пировиноградной кислоты и ацетил-КоА,
пируватоксидазы (КФ 1.2.3.3.), фосфотрансаце-
тилазы (КФ 2.3.1.8) и ацетаткиназы (КФ 2.7.2.1),
последнее могло быть обусловлено действием не-
специфичных тиоэстераз при избыточном фор-
мировании в клетках ацетил-КоА. Клетки E. coli
природно обладают как минимум восемью тиоэс-
теразами, способными гидролизовать тиоэфир-
ную связь молекул ацил-КоА с образованием со-
ответствующих карбоновых кислот. Среди них,
неспецифичная тиоэстераза YciA проявляла мак-
симальную активность в отношении ацетил-КоА
[22].

Инактивация в штамме SUC1.0 (pMW119-kgd)
гена yciA не оказывала выраженного влияния на
синтез производным штаммом SUC1.0 ΔyciA
(pMW119-kgd) янтарной кислоты ни по нативно-
му, ни по модифицированному ЦТК. Выходы це-
левого соединения, демонстрируемые штаммом,
повышались лишь до ~26 и ~69%, соответствен-
но, при сравнимом снижении уровня синтеза ук-
сусной кислоты (табл. 3, рис. 1).

Ацетил-КоА вовлекается в реакции ЦТК при
конденсации с ЩУК. Таким образом, избыточное
формирование ацетил-КоА, ведущее к секреции
штаммом уксусной кислоты, могло свидетельство-
вать о недостаточном уровне синтеза в клетках
ЩУК. Основным анаплеротическим ферментом
E. coli, ответственным за формирование ЩУК явля-
ется фосфоеноплируваткарбоксилаза (КФ 4.1.1.31),
превращающая в соответствующее вещество фос-
фоенолпируват (ФЕП). Для интенсификации
синтеза ЩУК в штамме SUC1.0 (pMW119-kgd)
экспрессия гена ppc, кодирующего фосфоенолпи-
руваткарбоксилазу, была усилена за счет замены его
природной регуляторной области искусственным
генетическим элементом, содержащим сильный
конститутивный промотор PL фага лямбда и эф-
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фективный сайт связывания рибосом гена ϕ10 из
фага Т7.

Выход янтарной кислоты, синтезированной
соответствующим производным штаммом SUC1.0
PL-ppc (pMW119-kgd) из глюкозы по оксидатив-
ной ветви нативного ЦТК, повышался c 26 до
~42%, в первую очередь за счет выраженного сни-
жения секреции рекомбинантом пировиноград-
ной кислоты (табл. 3, рис. 1). При этом конверсия
штаммом субстрата в целевой продукт с участием
модифицированного варианта цикла возрастала
не столь значительно (с 69 до 75%), но это сопро-
вождалось резким падением формирования
штаммом уксусной кислоты (табл. 3, рис. 1).

Таким образом, интенсификация анаплеротиче-
ского формирования ЩУК оказывала позитивный
эффект на формирование штаммом янтарной кис-
лоты как по окисдативной ветви нативного ЦТК,
так и по варианту цикла, опосредованному дей-
ствием 2-кетоглутарат-декарбоксилазы. Тем не ме-
нее, значимая остаточная секреция пировиноград-
ной кислоты штаммом SUC1.0 PL-ppc (pMW119-kgd)
в отсутствие индукции экспрессии гена kgd, ука-
зывала на возможность дальнейшего улучшения
биосинтетических характеристик штамма за счет
оптимизации распределения потоков углерода в
метаболическом узле ЩУК – ФЕП – пировино-
градная кислота – ацетил-КоА.

В клетках E. coli фосфоенолпируваткарбокси-
лаза конкурирует за общий метаболит-предше-
ственник ФЕП с гликолитическими пируватки-
назами PykA и PykF (КФ 2.7.1.40), синтезирую-
щими пировиноградную кислоту, необходимую
для дальнейшего образования ацетил-КоА. Сле-
довательно, несмотря на то, что внутриклеточная

доступность ФЕП для биосинтеза ЩУК под дей-
ствием фосфоенолпируваткарбоксилазы была
повышена в штамме SUC1.0 (pMW119-kgd) в ре-
зультате обеспечения ФЕП-независимого транс-
порта и фосфорилирования глюкозы [11], наблюда-
емая в определенных условиях секреция базовым
штаммом и его производными пировиноградной
кислоты указывала на высокую активность в ре-
комбинантах пируваткиназ.

У многих организмов анаплеротическое фор-
мирование ЩУК возможно в результате прямого
карбоксилирования пировиноградной кислоты
[23]. Однако у E. coli активность соответствующе-
го фермента, пируваткарбоксилазы (КФ 6.4.1.1),
отсутствует. Вместе с тем было показано, что экс-
прессия гетерологичной пируваткарбоксилазы в
рекомбинантных штаммах E. coli способствовала
как анаэробному, так и аэробному синтезу ими
четырехуглеродных дикарбоновых кислот – ин-
термедиатов ЦТК в результате эффективного
туннелирования в реакции цикла гликолитиче-
ски сформированной пировиноградной кислоты
[12, 13, 24]. Соответственно, ген pycA B. subtilis, ко-
дирующий пируваткарбоксилазу, был интегриро-
ван в хромосому штамма SUC1.0 (pMW119-kgd)
под контролем промотора PL фага лямбда на ме-
сто ранее инактивированного гена poxB.

Штамм SUC1.0 PL-pycA (pMW119-kgd) конвер-
тировал глюкозу в янтарную кислоту в реакциях
нативного или же модифицированного ЦТК с
выходами, возросшими до 49 и ~84% соответ-
ственно (табл. 3, рис. 1). Наряду с этим, снижение
уровня накопления штаммом пировиноградной и
уксусной кислот было несколько более выражен-
ным по сравнению со штаммом SUC1.0 PL-ppc
(pMW119-kgd). По-видимому, это являлось след-

Таблица 3. Молярные выходы метаболитов, секретированных исследованными штаммами при аэробной утили-
зации глюкозы*

* Приведены стандартные отклонения для трех независимых экспериментов. ** При функционировании штамма в режиме
полноклеточного биокатализатора.

Штамм ИПТГ
Выход метаболитов, моль/моль, %

Углеродный 
баланс, %пировиноградная 

кислота уксусная кислота янтарная кислота

SUC1.0
(pMW119-kgd)

– 78.9  ±  0.9 14.1 ± 0.5 24.9 ± 0.6 69
+ – 20.6 ± 0.9 67.2 ± 0.9 74

SUC1.0 ΔyciA
(pMW119-kgd)

– 76.0 ± 1.2 11.8 ± 0.4 26.2 ± 0.5 68
+ – 17.5 ± 0.6 69.4 ± 1.1 75

SUC1.0 PL-ppc
(pMW119-kgd)

– 29.2 ± 0.4 15.0 ± 0.7 42.4 ± 0.8 62
+ – 3.9 ± 0.3 75.6 ± 1.2 77

SUC1.0 PL-pycA
(pMW119-kgd)

– 22.3 ± 0.5 14.6 ± 0.6 49.0 ± 0.8 65
+ – 3.0 ± 0.2 83.8 ± 1.6 85

SUC1.0 PL-pycA
(pMW119-kgd) **

– 17.8 ± 0.6 11.4 ± 0.5 52.9 ± 1.0 66
+ 4.4 ± 0.2 – 92.8 ± 1.9 95
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ствием возникновения в штамме прямой конку-
ренции за общий предшественник, пировино-
градную кислоту, между пируваткарбоксилазой,
формирующей ЩУК, и пируватдегидрогеназой,
ответственной за образование ацетил-КоА.

При этом, значение углеродного баланса, демон-
стрируемого штаммом SUC1.0 PL-pycA (pMW119-
kgd) в ходе синтеза янтарной кислоты из глюкозы
по варианту ЦТК, опосредованному действием 2-
кетоглутарат-декарбоксилазы, возрастало до 85%
(табл. 3). Это указывало на интенсификацию
цикла в клетках рекомбинанта и на усиление по-

тока углерода через 2-кетоглутарат к янтарной
кислоте через сукцинат полуальдегид.

Следует отметить, что значения углеродного
баланса, демонстрируемые всеми сконструиро-
ванными штаммами, не достигали 100% в резуль-
тате эффекта избыточного метаболизма глутами-
новой кислоты (“glutamate overflow”) [25, 26].
Этот эффект проявлялсяется в E. coli, когда поток
углерода через ЦТК превосходит каталитические
возможности экспрессированной клеткой 2-ке-
тоглутарат-дегидрогеназы, приводя к формиро-
ванию из избыточных количеств 2-кетоглутарата

Рис. 1 Концентрации метаболитов и потребленной сконструированными штаммами глюкозы (мМ) в отсутствие (а) и
присутствие (б) в среде ИПТГ: 1 – пируват, 2 – ацетат, 3 – сукцинат, 4 – глюкоза. *При функционировании штамма
SUC1.0 PL-pycA (pMW119-kgd) в режиме полноклеточного биокатализатора.
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глутаминовой кислоты вместо сукцинил-КоА.
Как упоминалось выше, известно, что при росте в
средах содержащих глюкозу, экспрессия генов sucAB,
кодирующих компоненты 2-кетоглутарат-дегид-
рогеназного ферментативного комплекса, в клетках
E. coli резко снижена [10]. Соответственно, эффект
был более выраженным в случае синтеза штаммами
янтарной кислоты по оксидативной ветви нативно-
го ЦТК, обуславливая меньшие значения углерод-
ного баланса. Так как концентрации секретиро-
ванной штаммами глутаминовой кислоты не опре-
делялись в данном исследовании, повышенные
показатели углеродного баланса, демонстрируемые
рекомбинантами, экспрессирующими гетероло-
гичную 2-кетоглутарат-декарбоксилазу, очевид-
но были обусловлены ростом вклада в расчетные
значения детектированных продуктов утилизации
глюкозы, в первую очередь янтарной кислоты.

В этой связи, важным представлялось то, что
клетки E. coli способны использовать 2-кетоглутарат
и, в некоторых случаях, глутаминовую кислоту в ка-
честве единственных источников углерода. Таким
образом, соответствующие соединения, секретиро-
ванные штаммом SUC1.0 PL-pycA (pMW119-kgd) в
ходе биосинтеза янтарной кислоты, потенциаль-
но могли бы быть реассимилированы им после
исчерпания в среде предпочтительного источни-
ка углерода – глюкозы. Подобной реассимиля-
ции могли бы способствовать как продление време-
ни культивирования, так и реализация процесса
двухстадийной ферментации. Соответствующий
процесс предполагает накопление биомассы
штамма-продуцента на первой стадии с последую-
щей биосинтетической стадией, в которой штамм
функционирует в режиме полноклеточного биока-
тализатора, эффективно конвертируя субстрат в
целевой продукт в отсутствие роста. При этом,
проведение двухстадийной ферментации пред-
ставлялось более предпочтительным вариантом,
так как вторая биосинтетическая стадия могла
быть реализована в среде лишенной ионов аммо-
ния, что исключало бы синтез штаммом глутами-
новой кислоты, способствуя, напротив, накопле-
нию легкоусвояемого E. coli [27] 2-кетоглутарата.

При функционировании в режиме полнокле-
точного биокатализатора, биосинтетические харак-
теристики штамма SUC1.0 PL-pycA (pMW119-kgd),
формирующего янтарную кислоту по оксидатив-
ной ветви нативного ЦТК, значимо не отличались
от таковых, продемонстрированных при синтезе
целевого вещества сопряженном с ростом (табл. 3,
рис. 1). Значение углеродного баланса оставалось
практически неизменным, указывая на невоз-
можность эффективной реассимиляции штаммом
2-кетоглутарата с направлением его к янтарной
кислоте под действием 2-кетоглутарат-дегидро-
геназы и сукцинил-КоА синтазы. Вместе с тем, в
случае функционирования в штамме варианта

ЦТК, опосредованного действием 2-кетоглута-
рат-декарбоксилазы, выход целевого вещества,
сформированного штаммом из глюкозы, повы-
шался до ~93%. Рекомбинант потреблял всю до-
ступную глюкозу и, при этом, значение рассчи-
танного углеродного баланса возрастало до 95%,
указывая на фактически исчерпывающую кон-
версию углеродного субстрата в секретированные
продукты. Также, соответствующее изменение
значений углеродного баланса и выхода янтарной
кислоты свидетельствовало об эффективном по-
треблении штаммом секретированного в ходе
утилизации глюкозы 2-кетоглутарата с его после-
дующим превращением в целевое соединение.

В результате проведенного исследования был
оптимизирован биосинтез янтарной кислоты из
глюкозы ранее сконструированным рекомби-
нантным штаммом E. coli, способным к формиро-
ванию целевого соединения по варианту ЦТК,
опосредованному действием 2-кетоглутарат-де-
карбоксилазы. Улучшению биосинтетических
характеристик рекомбинанта в первую очередь
поспособствовала интенсификация в клетках
анаплеротического формирования ЩУК из пи-
ровиноградной кислоты под действием гетеро-
логичной пируаткарбоксилазы. Сконструиро-
ванный штамм SUC1.0 PL-pycA (pMW119-kgd) был
способен к аэробной конверсии глюкозы в янтар-
ную кислоту с выходом, составляющим ~93% и
практически достигающим теоретического мак-
симума. Полученный рекомбинант может слу-
жить в качестве эффективного полноклеточного
биокатализатора для получения янтарной кисло-
ты из возобновляемого растительного сырья.
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Optimization of Aerobic Synthesis of Succinic Acid from Glucose by Recombinant 
Escherichia coli Strains Through the Variant Tricaboxylic Acid Cycle Mediated 

by the Action of 2-ketoglutarate-decarboxylase

A. Yu. Skorokhodovaа, *, A. Yu. Gulevichа, and V. G. Debabovа

а Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312 Russia

*e-mail: sasha.skorokhodova@gmail.com

The biosynthesis of succinic acid from glucose by the previously engineered E. coli strain SUC1.0 (pMW119-kgd)
(MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP, ∆aceBAK, ∆glcB, ∆sdhAB, pMW119-kgd)
was optimized. The yield of the target substance was increased, upon the activation in the strain of the variant
tricarboxylic acid cycle, mediated by the action of heterologous 2-ketoglutarate decarboxylase, due to the in-
tensification of the anaplerotic formation of oxaloacetic acid. Inactivation of the nonspecific thioesterase
YciA in the strain did not considerably change the biosynthetic characteristics of the producer. The enhance-
ment of the expression of native phosphoenolpyruvate carboxylase led to an increase in the yield of the target
compound by the recombinant synthesizing succinic acid via the reactions of the native tricarboxylic acid cy-
cle from 25 to 42%, and from 67 to 75% upon the induced expression of Mycobacterium tuberculosis 2-
ketoglutarate decarboxylase. Expression in the strain of pyruvate carboxylase gene from Bacillus subtilis re-
sulted in an increase in the yield of succinic acid up to 84%. Functioning in whole-cell biocatalyst mode, the
engineered strain SUC1.0 PL-pycA (pMW119-kgd) demonstrated a substrate to target product conversion ra-
tio reaching 93%, approaching the corresponding theoretical maximum.

Keywords: 2-ketoglutarate decarboxylase, anaplerotic pathways, oxidative branch of the TCA cycle, succinate
semialdehyde, succinic acid, Escherichia coli
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Разработана система доставки векторов для молекулярного клонирования в клетки бактерий рода
Bacillus. Особенность созданной системы заключается в использовании плазмиды pBS72, обеспечи-
вающей конъюгационный перенос полученного условно летального вектора pKS1mob в клетки ис-
следуемых бактерий. Способность вектора pKS1mob реплицироваться в клетках Escherichia coli и
B. subtilis при пониженной температуре (30°C), наличие двух полилинкеров вокруг гена канамицин-
резистентности позволяет клонировать в его состав фрагменты целевых генов с использованием
традиционных генно-инженерных подходов. Инактивация гена rok в плазмиде pBS72 позволила с
высокой эффективностью трансформировать содержащий ее штамм сконструированным вектором
pKS1mob. Скрещивание донорного штамма B. subtilis 168, содержащего конъюгативную pBS72 и мо-
билизуемую pKS1mob плазмиды, со штаммом-реципиентом рода Bacillus позволило ввести в него
плазмиду pKS1mob. Показана возможность использования созданной системы для инактивации ге-
на codY бактерий Bacillus licheniformis.

Ключевые слова: B. subtilis, плазмида pBS72, Rok белок, вектор pKS1mob, конъюгационный перенос,
компетентность
DOI: 10.31857/S0555109923060065, EDN: CVNJOP

Бактерии рода Bacillus, благодаря способности
синтезировать широкий спектр биологически ак-
тивных соединений, широко используются в био-
технологии в качестве продуцентов ферментов,
антибиотиков, стимуляторов роста растений и
животных [1]. В связи с этим большой практиче-
ский и научный интерес представляют исследо-
вания, направленные на изучение функциональ-
ной организации их геномов, а также отдельных
генетических детерминант, определяющих прак-
тически важные свойства. Следует отметить, что
для генетического анализа бактерий используются
подходы, основанные на естественных процессах
генетического обмена, в ходе которых генетиче-
ский материал, попадая в клетку путем конъюга-
ции, трансформации и трансдукции, встраивает-
ся в геном за счет гомологичной рекомбинации,
либо наследуется вне хромосомы в составе мо-
бильных генетических элементов. Эти широко
распространенные в мире прокариот процессы
обеспечивают появление новых комбинаций ге-
нов и быструю адаптацию микроорганизмов в из-
меняющихся условиях внешней среды. В лабора-
торных условиях для большинства бактерий тра-

диционно используется метод трансформации
(электропорации), позволяющий вводить генно-
инженерные конструкции для изучения функци-
ональной организации генетического материала
и создания штаммов с заданными свойствами.
Однако, несмотря на наличие в геноме предста-
вителей рода Bacillus (например, Bacillus subtilis)
генетической системы, обеспечивающей их при-
родную компетентность, внесение в клетки этих
бактерий чужеродной ДНК может быть затруднено,
либо невозможно. Весьма показательным являет-
ся пример коллекционного штамма B. subtilis 168,
широко использующегося для генетических и
генно-инженерных исследований. Природные
бактерии, на основе которых этот штамм был по-
лучен, содержали плазмиду pBS32, препятствую-
щую трансформации [2]. Аналогичное наблюдали у
природных бактерий B. subtilis, содержащих конъ-
югативную плазмиду pLS20 [3]. Сложности, воз-
никающие при введении чужеродной ДНК путем
трансформации (электропорации), наблюдали и
для других биотехнологически значимых бактерий
этой таксономической группы (например, при-
родных бактерий B. subtilis, B. licheniformis, B. amy-

УДК 579.852.11
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loliquefaciens, B. pumilus и др.) [4]. При этом в клетках
многих из них присутствовали плазмиды, роль кото-
рых в подавлении процесса трансформации до сих
пор не известна. В связи с этим, для введения генно-
инженерных конструкций в клетки данных микро-
организмов пристальное внимание уделяется про-
цессу конъюгации. В настоящее время показана
возможность использования конъюгативного
транспозона ICEBs1 и конъюгативной плазмиды
pLS20 [4, 5]. Поскольку конъюгационные системы
этих мобильных элементов подвержены негатив-
ной регуляции, было важно изучить возможность
использования плазмиды pBS72, способной пе-
редаваться путем конъюгации и мобилизовать
конъюгационный перенос векторных молекул вне
зависимости от условий скрещивания (в частности,
перенос не зависел от времени скрещивания и
обеспечивался на плотной и в жидкой среде раз-
ного химического состава) [6].

Цель настоящей работы – создание системы
конъюгационной переноса векторов в клетки
бактерий рода Bacillus с использованием плазми-
ды pBS72.

МЕТОДИКА
В работе использовали штаммы B. subtilis 72 с

плазмидой pBS72 [7], B. subtilis d16, B. licheniformis
FD9, B. vezelensis 7IA3 из коллекции кафедры
микробиологии Белорусского государственного
университете (БГУ), коллекционные штаммы
B. subtilis 168, содержащие маркированную геном
эритромицинрезистентности плазмиду pBS72
и/или плазмиду pCB16 [8], E. coli XL1-Blue, E. coli
TG1 и фитопатогенные грибы Fusarium culmorum,
Botrytis cinerea, Alternaria radicina из коллекции ка-
федры ботаники БГУ, а также плазмиды рMTL21С и
pKS1 [9]. Бактерии выращивали в полноценной сре-
де LB [10] и минимальной среде [11] при 37°C с аэра-
цией (240 об./мин). Для роста фитопатогенных
грибов использовали картофельно-морковный
агар: картофель – 20 г/л, морковь – 20 г/л, агар –
15 г/л.

В работе использовали коммерческие препа-
раты ампициллина (100 мкг/мл), хлорамфенико-
ла (10 мкг/мл), эритромицина (10 мкг/мл), стреп-
томицина (50 мкг/мл), тетрациклина (25 мкг/мл),
и канамицина (50 мкг/мл).

Тотальную ДНК выделяли саркозиловым ме-
тодом [12]. Трансформацию бактерий E. coli и
B. subtilis осуществляли согласно методам, приве-
денным в работах [10, 13].

Для амплификации использовали Phusion HF
ДНК-полимеразу производства “ThermoScientific”
(США) и праймеры производства ОДО “Праймтех”
(Беларусь). Реакционная смесь для ПЦР (50 мкл)
содержала около 100 нг ДНК-матрицы, 0.2 ммоль/л
каждого дНТФ, 0.5 мкмоль/л каждого праймера,

0.02 ед. ДНК-полимеразы и соответствующий бу-
фер.

Для амплификации фрагмента гена rok плаз-
миды pBS72 размером 421 п.н использовали прай-
меры Frok-nok (5'-TCT CTC TCT ACC TGT TTT
TGC AG-3') и Rrok-nok (5'-TGT GTC AAA TGC CAA
ACG AC-3'), для амплификации mobV-сайта плаз-
миды рBC16 размером 1863 п.н. – праймеры Fmob
(5'-GC GCG ATT GCT GAA TAA AAG ATA C-3') и
Rmob (5'-CAC TTC AAC GCA CCT TTC AG-3'), для
амплификации гена KmR плазмиды pKS1 разме-
ром 1009 п.н. – праймеры FKmR (5'-CGGT CCG
GAG TCG ATA CTA TGT TAT ACG CCA AC-3') и
RKmR (5'-CGG TCC GGA CGG CAA TTG AGC
TTT TTA GAC ATC TAA ATC TAG GTA C-3'), со-
держащие на 5'-концах сайт рестрикции для фер-
мента Kpn2I.

Амплификацию фрагментов гена codY бактерий
B. licheniformis FD9 размером 239 п.н. и 156 п.н. про-
водили соответственно с использованием прай-
меров F1codY (5'-CCG CGG CGG AAA CGT CAT
CTA ACC TTG-3') и R1codY (5'-GAT CTC TTC CGC
TTT CTC TCT GAT CCG GAG AAT TTC CAT TCC
TAC GAC AGT G-3'), F2codY (5'-CGG TCC GGA
TCA GAG AGA AAG CGG AAG AGA TC-3') и
R2codY (5'-CAA TTT TAC TAG CGA CAA GCA GG-
3'). Внутренние праймеры R1codY и F2codY содер-
жали на 5'-концах сайт рестрикции для фермента
Kpn2I. Полученные ПЦР-продукты использовали в
качестве матрицы для амплификации гена codY раз-
мером 381 п.н. с внешними праймерами F1codY и
R2codY, содержащими на 5'-концах сайты ре-
стрикции для ферментов SacII и Eco147I соответ-
ственно.

Рестрикцию и лигирование осуществляли в
условиях, рекомендуемых фирмой-изготовителем
(“Thermo Scientific”, США). Все продукты ПЦР
встраивали в вектор pMTL21C в уникальный
SmaI-сайт. Последовательность mobV-сайта выре-
зали из плазмиды pMTL21C рестриктазами KpnI и
HindIII с последующим встраиванием в плазмиду
pKS1, предварительно обработанную этими же
рестриктазами. В сайт Kpn2I гена codY встраивали
маркер канамицинрезистентности, вырезанный
из плазмиды pMTL21C с помощью этой же
рестриктазы. Встраивание гена codY, маркиро-
ванного канамицинрезистентностью, осуществ-
ляли между сайтами SacII и Eco147I вектора
pKS1mob.

Интеграцию вектора рMTL21С, содержащего
фрагмент гена rok, в состав плазмиды pBS72 уста-
навливали с помощью полимеразной цепной ре-
акции с использованием праймера M13F (5'-GTA
AAA CGA CGG CCA GTG-3'), отжигающегося на
последовательности вектора рMTL21С, и прай-
мера Rrok-out (5'-GTT GGG TTA TCG ATA GCG
AAG-3'), комплементарно связывающегося вне
области встраивания гибридной плазмиды (был
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получен фрагмент искомого размера 567 п.н.).
Интеграцию гибридного вектора pKS1mob, содер-
жащего фрагмент гена codY, в хромосому бактерий
B. licheniformis FD9 устанавливали с помощью по-
лимеразной цепной реакции с использованием
праймера FKmR (5'-CGG TCC GGA GTC GAT
ACT ATG TTA TAC GCC AAC-3'), отжигающегося
на последовательности вектора pKS1mob, и прай-
мера FcodY-out (5'-GAA CAT TTT CGT CGT CAG
CC-3'), комплементарно связывающегоcя вне об-
ласти встраивания гибридной плазмиды. В ре-
зультате был получен фрагмент искомого размера
1385 п.н.

Для определения частоты переноса конъюга-
тивной плазмиды pBS72 в изогенной системе
скрещивания культуру донора и реципиента в ло-
гарифмической фазе роста смешивали 1 : 1 и
скрещивали в жидкой среде LB с аэрацией в тече-
ние 1, 2, 3, 4 или 24 ч с последующим высевом на
селективные среды. Для определения частоты пе-
реноса мобилизуемого вектора в гетерогенных
системах культуру донора и реципиента в логариф-
мической фазе роста разводили в 10 раз в свежей
полноценной среде (800 мкл) с последующим куль-
тивированием с аэрацией в течении 3 или 24 ч
при температуре 30°С. После 3 и 24 ч скрещива-
ния клетки высевали на минимальную среду с ка-
намицином и культивировали при 37°С. Полу-
ченные трансконъюганты проверяли на наличие
маркеров антибиотикорезистентности методом
реплик. Присутствие в клетках трансконъюгантов
плазмид дополнительно определяли с использо-
ванием ПЦР-анализа.

Определение антифунгальной активности осу-
ществляли методом рассева 100 мкл взвеси конидий
в концентрации (100 кон./мл) на поверхность под-
сушенной агаризованной питательной среды. По-
сле этого вырезали лунки диаметром 0.5 см, в ко-
торые вносили по 100 мкл жидкой культуры бак-
терий-антагонистов и культивировали при 28°С в
течение 5 сут. Через 5 сут отмечали зону лизиса. В
качестве контроля использовали питательный бу-
льон, в котором выращивали штаммы-антагонисты.
На основании трех независимых экспериментов с
шестью повторами проводили статистическую об-
работку данных с использованием программы Mic-
rosoft Excel. Достоверность различий была под-
тверждена однофакторным дисперсионным ана-
лизом.

Для анализа аминокислотных последовательно-
стей белков Rok, кодируемых плазмидами pBS72
(APB62404) и pLS20 (BAJ76946.1), а также хромо-
сомным геном бактерий B. subtilis 168 (NP_389307)
использовали программу BLASTN2.10.0 (сайт:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Аминокислотные
последовательности гомологичных белков вырав-
нивали с помощью программы “ClustalOmega”

(сайт https://www.ebi.ac.uk/Tools/common/tools/help/
index.html?tool=clustalo).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для создания системы конъюгационного пе-

реноса векторов с использованием плазмиды pBS72
необходимо было решить следующие задачи. Во-
первых, определить возможность введения векто-
ров в клетки коллекционных бактерий B. subtilis 168,
содержащих маркированную плазмиду pBS72, и
при отсутствии трансформации установить нали-
чие в составе плазмидного репликона генов, ин-
гибирующих данный процесс. Во-вторых, скон-
струировать вектор пригодный для молекулярного
клонирования и способный передаваться путем
конъюгации за счет плазмиды pBS72. Для этих це-
лей предполагали использовать известный вектор
pKS1, способный копироваться в клетках E. coli, от-
личительной особенностью которого являлась за-
висимая от температуры репликация. Он стабильно
наследовался в бактериях разных систематических
групп (E. coli и рода Bacillus) при температуре 30°C
и утрачивался клетками при 37°C [9]. Это позво-
ляло использовать данный репликон для введе-
ния чужеродного генетического материала при
пониженной температуре и направленного мута-
генеза при повышенной температуре культиви-
рования. Для этого необходимо было клониро-
вать в его состав mobV-сайт, обеспечивающий его
конъюгационный перенос плазмидой pBS72. И,
наконец, установить возможность использования
созданной системы для генетического анализа
бактерий рода Bacillus. Для этого предполагали
встроить в состав созданного мобилизуемого век-
тора фрагменты бактериального гена codY при-
родных бактерий B. licheniformis FD9. Поскольку
известно, что данная детерминанта кодировала
негативный регулятор синтеза антимикробных
соединений (показана негативная регуляция син-
теза лихенизина, определяющего антифунгаль-
ные свойства данных бактерий) [15], предполага-
ли, что внесение направленной мутации в дан-
ный ген приведет к изменению антифунгальной
активности исследуемых бактерий.

На первом этапе работы было установлено, что
бактерии B. subtilis 168, содержащие плазмиду
pBS72 не трансформируются вектором pKS1. От-
сутствие трансформантов свидетельствовало о
присутствии в геноме плазмиды pBS72 детерми-
нант, подавляющих поглощение чужеродной ДНК.
Действительно, в результате анализа полной нук-
леотидной последовательности плазмиды pBS72
была выявлена открытая рамка считывания 135,
способная кодировать белок Rok, ингибирующий
трансформацию у бактерий B. subtilis. Представ-
лялось важным охарактеризовать данный поли-
пептид и определить его роль в трансформации,
что имело принципиальное значение при введении
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векторов в клетки, содержащие плазмиду pBS72.
Молекулярно-генетический анализ исследуемого
белка Rok в сравнении с известными, кодируе-
мыми хромосомным геном B. subtilis и плазмидой
pLS20, позволил установить, что он подобно го-
мологичным полипептидам содержал вариабель-
ную N-концевую (аминокислоты 1–45) и консер-
вативную C-концевую (аминокислоты 96–191)
аминокислотную последовательности (рис. 1).
Исследуемый белок проявлял больше сходства с
N- и C-концевыми последовательностями хро-
мосомного белка бактерий B. subtilis 168 (идентич-
ность составила 63 и 59% соответственно), чем с та-
ковым, кодируемым плазмидой pLS20 (идентич-
ность составила 42 и 59% соответственно).
Присутствие в C-концевом участке ключевых
аминокислот, обеспечивающих связывание с мо-
лекулами ДНК, свидетельствовало в пользу его
возможной функциональной активности. Из-
вестно, что основная роль белка Rok заключалась
в репрессии транскрипции гена comK, являюще-
гося позитивным регулятором экспрессии большо-
го числа генов, продукты которых необходимы для
установления состояния компетентности и по-
глощения чужеродной ДНК бактериальной клеткой
в процессе трансформации [16]. Следует отме-
тить, что функция подавления трансформации
установлена для белка Rok, кодируемого плазмидой
pLS20. Показано, что мутация в гене rok увеличивала
в 100 раз способность содержащих плазмиду pLS20
бактерий трансформироваться чужеродной ДНК

[3]. Для белка, кодируемого хромосомным геном
rok B. subtilis, изучен более широкий спектр функ-
циональной активности. Помимо подавления
компетентности установлена его способность не-
гативно регулировать экспрессию большого чис-
ла генов (около 250), в том числе в составе мо-
бильных генетических элементов (в частности,
ингибировать конъюгационный перенос транс-
позона ICE Bs1) [17].

Сходство белка, кодируемого открытой рам-
кой считывания 135 с известными полипептида-
ми, подавляющими трансформацию, обосновало
внесение мутации в ген rok плазмиды pBS72.
Инактивацию данной детерминанты осуществ-
ляли с использованием суицидального вектора
pMTL21, содержащего фрагмент гена rok. В ре-
зультате встраивания данного вектора в состав
исследуемой плазмиды был отобран мутантный
вариант (локализация инсерции определена с ис-
пользованием ПЦР-анализа). При этом, помимо
нарушения в гене rok, мутантная плазмида содер-
жала селективный маркер хлорамфениколрези-
стентности. Мутант получен в результате встраива-
ния в ген rok плазмиды pMTL21. Использование
бактерий B. subtilis 168, содержащих мутантную
плазмиду pBS72 с нарушенным геном rok, позво-
лило трансформировать их вектором pKS1. При
этом частота трансформации вектора не отлича-
лась от таковой при его внесении в безплазмид-
ные клетки B. subtilis 168. и составила 4.6 × 103 и
5.9 × 103 соответственно (приведены значения ча-

Рис. 1 Сравнительный анализ аминокислотных последовательностей белков Rok, кодируемых плазмидами pBS72
и pLS20 и хромосомным геном бактерий B. subtilis 168: * – функционально значимые несинонимические замены;
: – функционально незначимые замены. Функционально значимые аминокислоты, определяющие взаимодействие с
молекулой ДНК, обозначены стрелками; N-концевые, спейсерные и C-концевые аминокислотные последовательно-
сти обозначены сплошной, пунктирной и жирной пунктирной линиями соответственно (согласно данным, приведен-
ным в работе [17]).
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стот трансформации рассчитанные на 1 мкг ДНК
плазмиды pKS1). Кроме того, было установлено,
что мутация гена rok не влияла на частоту конъ-
югационного переноса плазмиды pBS72. Частота
переноса исходной и мутантной плазмид в изоген-
ной системе бактерий B. subtilis составила 10–2–10–3

при скрещиваниях в жидкой среде в течение 1, 2,
3, 4 и 24 ч (приведены частоты переноса рассчи-
танные относительно количества клеток донора).

Следующий этап работы был посвящен созда-
нию мобилизуемого вектора pKS1. Для этого в его
состав с использованием генно-инженерных ма-
нипуляций (ПЦР, рестрикция) был встроен
mobV-сайт размером 1863 п.н. плазмиды pBC16,
обеспечивающий ее конъюгационный перенос
плазмидой pBS72 [6]. На основании ПЦР- и ре-
стрикционного анализа было установлено, что
полученная конструкция содержала все функци-
онально значимые участки для ее дальнейшего
использования. В частности, термочувствительный
по репликации rep-ген, mobV-сайт, ген эритроми-
цинрезистентности, а также два полилинкера, рас-
положенных перед и за геном канамицинрези-
стентности: BseYI. PspFI, XmaI, SmaI, SpeI, NotI,
SacII, BstXI, BstZ17I и HindIII, SbfI, StuI, XhoI,
BglII, NcoI, MluI, ZraI, SalI соответственно, при-
годные для встраивания фрагментов чужеродной
ДНК (рис. 2). Поскольку mobV-сайт изолировали
с использованием ПЦР, не исключали возмож-
ности наличия в нем нуклеотидных замен и, как
следствие, потерю функциональной активности.
Для доказательства способности встроенного
mob-сайта обеспечивать конъюгационный пере-
нос плазмиды pKS1 (обозначена как pKSmob) ее
вносили в бактерии B. subtilis 168, содержащие
плазмиду pBS72 с нарушенным геном rok, и про-
веряли частоту ее переноса в скрещиваниях с
природными бактериями рода Bacillus (табл. 1).

В результате при скрещивании в течение 3 и
24 ч был установлен конъюгационный перенос
вектора pKS1mob в клетки всех исследованных
бактерий. При этом частота его переноса в клетки
бактерий B. subtilis d16 и B. licheniformis FD9 соста-
вила соответственно 10–4 и 10–6 вне зависимости
от времени скрещивания. Тогда как в клетки
B. velezensis 7I3A перенос вектора снижался со
временем и составил 1.80 × 10–6 при скрещивании
в течение 3 и 2.93 × 10–8 при скрещивании в тече-
ние 24 ч (табл. 1).

Установлено, что в клетках отобранных транс-
конъюгатов отсутствовала мобилизующая плаз-
мида pBS72, а векторная молекула pKS1mob не
наследовалась при культивировании бактерий в
неселективных условиях при 37°С. Полученные
результаты обосновали возможность использова-
ния вектора pKS1mob для клонирования фраг-
ментов гена codY природных бактерий B. licheni-

formis FD9 с целью последующей инактивации
данной детерминанты.

Ген codY был изолирован с использованием
техники перекрывающейся ПЦР, с последующим
встраиванием в его состав гена канамицинрези-
стентности. Фрагмент гена codY, маркированный
геном канамицинрезистентности был встроен в
вектор pKS1mob (рис. 3). Следует отметить, что
все манипуляции осуществляли с использовани-
ем бактерий E. coli, что являлось наиболее опти-
мальным при создании генно-инженерных кон-
струкций.

Полученной гибридной плазмидой трансфор-
мировали коллекционные бактерии B. subtillis
168, содержащие плазмиду pBS72 с нарушенным
геном rok. Полученный донорный штамм скрещи-
вали с бактериями B. licheniformis FD9. В результате
конъюгационных скрещиваний трансконъюганты
бактерий B. licheniformis были отобраны с частотой
7.9 × 10–5 (в пересчете на количество клеток доно-
ра) на минимальной среде с добавлением канами-

Рис. 2. Схема организации вектора pKS1mob: rep –
ген, кодирующий термочувствительный белок ини-
циации репликации плазмиды pKS1; mob – сайт,
обеспечивающий конъюгационный перенос вектора
путем мобилизации; EryR – ген, определяющий
устойчивость к эритромицину; KmR – ген, определя-
ющий устойчивость к канамицину; BseYI. PspFI,
XmaI, SmaI, SpeI, NotI, SacII, BstXI, BstZ17I и HindIII,
SbfI, StuI, XhoI, BglII, NcoI, MluI, AatII, ZraI, SalI –
уникальные сайты рестрикции.
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цина в концентрации 50 мкг/мл. Было установле-
но, что отобранные трансконъюганты при выра-
щивании в неселективных условиях стабильно
наследовали маркер канамицинрезистентности и
не содержали устойчивости к эритромицину (ген
локализовался в плазмиде pKS1mob). Это свиде-
тельствовало в пользу того, что в результате гомо-
логичной рекомбинации произошла замены гена
codY дикого типа на его фрагмент, содержащий
ген канамицинрезистентности. Отсутствие в хро-
мосоме плазмидного репликона дополнительно
подтверждено с использованием ПЦР-анализа.

Сравнительный анализ антифунгальной ак-
тивности исходного и мутантного штаммов B. li-
cheniformis FD9 показал, что нарушение в гене
codY не влияло на его способность подавлять раз-
витие гриба Botrytis cinerea, полностью название
рода (табл. 2). В то же время относительно фито-
патогенных грибов Fusarium culmorum полностью
и Alternaria radicina полностью уровни антимик-
робной активности бактерий дикого типа и му-
танта отличались и зависели от времени их куль-
тивирования. При этом наиболее высокие значе-
ния активностей, определяемые по размеру зоны
задержки роста гриба, наблюдались для мутант-
ного штамма (различия статистически достовер-
ны, р < 0.001).

Таким образом, в результате выполнения ис-
следования создана конъюгационная система до-
ставки векторов для молекулярного клонирова-
ния в клетки бактерий рода Bacillus. Для этого
отобран мутантный вариант плазмиды pBS72 с
нарушенным геном rok, не препятствующий введе-
нию векторов методом трансформации в содержа-
щие его клетки и сохраняющий на уровне дикого
типа конъюгационные свойства. Сконструирован
вектор, содержащий mobV-сайт (pKS1mob), обес-

печивающий его конъюгационный перенос плаз-
мидой pBS72 в клетки природный бактерий рода
Bacillus. Способность вектора pKS1mob копиро-
ваться в клетках E. coli и наличие двух полилинкеров
вокруг гена канамицинрезистентности позволяет
клонировать в него фрагменты анализируемых
генов с использованием традиционных генно-
инженерных подходов. Присутствие в векторе
pKS1mob термочувствительной системы репли-
кации позволяет направленно инактивировать
исследуемые гены для последующего функцио-
нального анализа. Преимущество созданной си-
стемы состоит в том, что для введения векторов
существенно сокращаются материальные и вре-
менные затраты. Искомые мутантные варианты
можно отобрать на минимальной агаризованной
среде с канамицином при 37°C (отсутствие трип-
тофана является контрселектирующим маркером)
через 3 ч после скрещивания в жидкой полноцен-
ной среде при 30°C донорных и реципиентных
бактерий рода Bacillus. При этом в качестве доно-

Таблица 1. Частота конъюгационного переноса векто-
ра pKS1mob в клетки бактерий рода Bacillus

Примечание: приведены частоты переноса относительно ко-
личества клеток донора.

Реципиент
Время 

скрещивания,
ч

Частота 
конъюгационного 
переноса вектора 

pKS1mob

B. subtilis d16
3 1.51 × 10–4

24 1.63 × 10–4

B. licheniformis FD9
3 1.11 × 10–6

24 2.71 × 10–6

B. velezensis 7I3A
3 1.80 × 10–6

24 2.93 × 10–8

Рис. 3. Схема организации вектора pKS1mob с клони-
рованными фрагментами гена codY: rep – ген, коди-
рующий термочувствительный белок инициации ре-
пликации плазмиды pKS1; mob – сайт, обеспечиваю-
щий конъюгационный перенос вектора путем
мобилизации; EryR – ген, определяющий устойчи-
вость к эритромицину; KmR – ген, определяющий
устойчивость к канамицину; codY – фрагменты гена
codY бактерий B. licheniformis FD9; SacII, BstZ17I, StuI,
XhoI, BglII, NcoI, MluI, ZraI, AatII SalI – уникальные
сайты рестрикции.

KpnI

SalI

XhoI
Eco147I – StuI

MluI
NcoI

ZraI
AatII

BglII

SacII
BstXI

BstZ17I

EryRKmR

mob

codY

codY

repA

pKS1mob + сodY
6928 п.н.
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ров необходимо использовать бактерии B. subtillis
168, содержащие конъюгативную плазмиду pBS72
с нарушенным геном rok и мобилизуемый вектор
с фрагментами анализируемого гена.
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Таблица 2. Антимикробная активность исходного и мутантного штаммов B. licheniformis FD9

*Бактерии B. licheniformis FD9 с инактивированным геном codY.

Патоген

Зона задержки роста гриба бактериями, мм

дикий тип B. licheniformis FD9 мутант B. licheniformis FD9*

время культивирования бактерий, ч

24 48 24 48

F. culmorum 21.2 ± 3.0 14.4 ± 4.0 12.8 ± 4.0 32.0 ± 2.0

B. cinerea 25.6 ± 4.0 29.5 ± 4.0 27.2 ± 4.0 29.6 ± 4.0

A. radicina 17.8 ± 2.0 27.2 ± 3.0 38.6 ± 3.0 15.1 ± 3.0
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Conjugation Vector Delivery System for Molecular Cloning into Cells
of Bacteria of The Genus Bacillus

A. S. Gurinovichа, I. A. Fedyushkoа, and М. А. Titokа,  *
а Department of Microbiology, Biological Faculty, Belarusian State University, Minsk, 220030 Belarus

*e-mail: ma_titok@bsu.by

A delivery system for vectors for molecular cloning into bacterial cells of the genus Bacillus has been devel-
oped. A specific feature of the developed system is the use of the pBS72 plasmid, which provides the conju-
gative transfer of the conditionally lethal vector pKS1mob obtained into the cells of the studied bacteria. The
ability of vector pKS1mob to replicate in Escherichia coli and B. subtilis cells at a low temperature (30°C), the
presence of two polylinkers around the kanamycin resistance gene makes it possible to clone target gene frag-
ments into its composition using traditional genetic engineering approaches. Inactivation of the rok gene in
the pBS72 plasmid made it possible to transform the strain containing it with the constructed vector pKS1-
mob with high efficiency. Crossing the donor strain B. subtilis 168, containing conjugative pBS72 and pKS1-
mob mobilizable plasmids, with a recipient strain of the genus Bacillus made it possible to introduce the
pKS1mob plasmid into it. The possibility of using the created system for inactivation of gene codY of bacteria
Bacillus licheniformis was shown.

Keywords: B. subtilis, pBS72 plasmid, Rok protein, vector pKS1mob, conjugation transfer, competence
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ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ ГРУППЫ Bacillus cereus COMPLEX, 
ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ВЕЧНОЙ МЕРЗЛОТЫ В ЯКУТИИ, ДЛЯ ОЦЕНКИ 
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ РИСКОВ ПРИ ИЗМЕНЕНИИ КЛИМАТА
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Из проб почвы в регионе вечной мерзлоты (Якутия, Россия) выделены штаммы рода Bacillus и дана
их фенотипическая характеристика. Анализ полученных данных позволил отнести их к группе Bacil-
lus cereus complex. ПЦР-анализ позволил определить профиль генов синтеза токсинов В. cereus в гено-
мах исследуемых штаммов. Получена генетическая характеристика путем RAPD-генотипирования
и с использованием MLVA-локусов, применяемых для генотипирования возбудителя сибирской яз-
вы. Результаты генотипирования разного уровня разрешения позволили дифференцировать иссле-
дуемые штаммы от вида B. anthracis, показать их внутривидовые генетические различия и степень
родства. Осуществлено полногеномное секвенирование, на основе данных которого проведено MLST-
генотипирование, которое выявило 2 известных сиквенс-типа и один новый, впервые описанный в на-
стоящей работе. Полученные результаты имеют прикладное значение и крайне интересны с точки зре-
ния эволюции и филогеографии группы В. cereus complex, поскольку факт выделения штаммов из веч-
ной мерзлоты дает основания предположить, что их возраст может быть гораздо выше предполагаемого.

Ключевые слова: Bacillus cereus complex, Bacillus anthracis, токсины, генотипирование, MLVA, MLST,
RAPD, вечная мерзлота
DOI: 10.31857/S0555109923060053, EDN: CVASHJ

Сценарии изменения климата прогнозируют
повышение среднегодовой температуры воздуха
во всем мире. Такие климатические изменения
могут иметь важные последствия: возникновение
микробиологических рисков, связанных с высво-
бождением патогенов из вечной мерзлоты. Особен-
но резкие климатические изменения наблюдаются
в Арктическом регионе России, на который прихо-
дится более половины всей арктической территории
и населения [1]. Для прогнозирования биологиче-
ских рисков, связанных с потеплением, необходимо
выделение и характеристика потенциальных па-
тогенов из мерзлотных в настоящее время обла-
стей. Спорообразующие бактерии группы Bacillus
cereus complex представляют собой интересную
модель для изучения воздействия изменения кли-
мата на патогены [2].

Группа Bacillus cereus complex образована 9
близкородственными видами, для которых харак-
терна высокая степень генетического сходства, что
создает проблему определения вида при исследо-
вании выявленных штаммов рода Bacillus [3]. Эта
проблема усугубляется наличием в группе опас-
ных патогенов, таких как В. cereus, который вызы-
вает пищевые токсикоинфекции человека [4], и
В. anthracis, который относится ко II группе пато-
генности и является возбудителем сибирской яз-
вы – карантинной инфекции травоядных живот-
ных и человека [5]. При выделении нового штамма
рода Bacillus из того или иного источника, акту-
ально в максимально сжатые сроки определить
его вид, а также получить фенотипическую харак-
теристику и оценить патогенный потенциал.

Основными широко используемыми приемами,
которыми осуществляют фенотипическую харак-

УДК 579.69
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теристику штаммов бацилл являются: определе-
ние подвижности, лецитиназной, фосфатазной и
гемолитической активностей, а также чувстви-
тельности к диагностическим бактериофагам. Эти
подходы также позволяют определить вид иссле-
дуемого штамма и дифференцировать его от вида
B. anthracis [6].

Для более полноценной и точной характеристи-
ки применяют методы типирования, такие как хро-
мосомный рестрикционный анализ ДНК, плазмид-
ное типирование, риботипирование и импульсно-
полевой гель-электрофорез (PFGE – pulsed-field gel
electrophoresis) [7]. Используются также методы
генотипирования, основанные на ПЦР, напри-
мер, случайная амплификация полиморфной ДНК
(RAPD – randomly amplified polymorphic DNA),
которая позволяет дифференцировать анализи-
руемые штаммы на основе сравнения размера и
числа продуктов амплификации с использовани-
ем нескольких ПЦР-праймеров [8, 9]. Широко
используется метод полиморфизма длин ампли-
фицированных фрагментов (AFLP – amplified
fragment length polymorphism) [10, 11] и мультило-
кусный электрофорез ферментов (MEE – multilo-
cus enzyme electrophoresis) [12]. Мультилокусное
сиквенс-типирование (MLST – Multilocus Sequence
Typing), основанное на анализе нуклеотидных по-
следовательностей нескольких локусов генов до-
машнего хозяйства, позволяет отнести штамм к то-
му или иному сиквенс-типу (ST), который характе-
рен для одного из видов группы В. cereus complex
[13, 14]. Для возбудителя сибирской язвы разрабо-
тан подход мультилокусного анализа вариабельных
нуклеотидных тандемных повторов (MLVA – multi-
ple locus VNTR analysis), который рекомендуется
использовать в качестве генетического анализа
первой линии [15, 16]. Эти методы позволяют не
только определить видовую принадлежность штам-
ма, но и дифференцировать штаммы одного вида
между собой с разной степенью разрешения.

Безусловно, при отнесении штамма к виду В. ce-
reus, важно охарактеризовать его возможные пато-
генные свойства. Одними из факторов патогенно-
сти В. cereus являются токсины. Термостабильный
токсин цереулид опосредует рвотный синдром при
пищевом отравлении, вызванном В. cereus. Син-
тез данного токсина осуществляет белковый ком-
плекс, компоненты которого кодируют несколько
генов [17, 18]. Диарейный синдром вызывают эн-
теротоксины, такие как: негемолитический энте-
ротоксин (Nhe), гемолизин BL (Hbl), цитотоксин
К (CytK) и энтеротоксин FM (EntFM) [19]. Эти
токсины выявляются с помощью иммунофермент-
ного анализа, ПЦР [17, 20–22] и масс-спектромет-
рии MALDI-TOF [23]. Путем ПЦР-амплификации
в геномах анализируемых штаммов можно обнару-
жить гены перечисленных токсинов и выдвинуть
предположение об их патогенности [21].

В Якутии (Россия) из проб почвы, находящейся
в вечной мерзлоте, отобранных на месте находки
мумий пещерных львят, были выделены и всесто-
ронне изучены 3 штамма возбудителя сибирской
язвы, описанных нами ранее [16]. Помимо них,
из тех же самых проб были выделены другие
26 штаммов рода Bacillus, 10 из которых отнесены
к группе В. сereus complex и исследованы в насто-
ящей работе.

Цель работы – получение фенотипической и
генетической характеристики 10 выделенных из
вечной мерзлоты штаммов группы В. сereus com-
plex для оценки микробиологических рисков, по-
скольку виды этой группы генетически близки к
виду В. anthracis.

МЕТОДИКА
Штаммы микроорганизмов. В работе исследова-

ны 10 штаммов группы В. cereus complex: YakM1,
YakM2, YakM3, YakM4, YakМ7, YakМ8, YakM9,
YakM10, YakM11-2 и YakМ15. Все штаммы были
выделены в 2016 г. из образцов почвы, находя-
щейся в вечной мерзлоте.

Определение культуральных и морфологических
характеристик. Культуры штаммов рассевали до
получения единичных колоний и выращивали на
плотной питательной среде ГРМ-агар (панкреа-
тический гидролизат рыбной муки, ГНЦ ПМБ,
Россия) при температуре 37°C в течение 18–24 ч.
Морфологию колоний оценивали по микроско-
пии с использованием микроскопа “AxioStar”
(“K. Zeiss”, Германия, окуляр – 10×, объектив –
40×).

Подвижность, фосфатазную и лецитиназную
активности, а также чувствительность к бактерио-
фагам определяли согласно Маринину [6].

Подвижность микробных клеток определяли
методом микроскопического исследования в раз-
давленной капле.

Фосфатазную активность выявляли при выра-
щивании культур на плотной питательной среде
агар Хоттингера (ГНЦ ПМБ, Россия) с добавле-
нием 0.001% фенолфталеинфосфата натрия в тече-
ние 24 ч. при 36°С. После этого в крышку чашки
Петри помещали фильтровальную бумагу и нали-
вали 1–2 мл 23%-ного водного раствора аммиака.
Под действием паров аммиака колонии, проду-
цирующие щелочную фосфатазу, окрашивались в
розовый цвет.

Лецитиназную активность определяли путем
выращивания культур на плотной яично-желточ-
ной среде, которую готовили путем добавления
желтка куриного яйца в агар Хоттингера. Учет
проводили через 12, 24 и 48 ч. культивирования
при 36°С по ореолу преципитации.

Гемолитическую активность проверяли, выра-
щивая культуры штаммов на агаризованной сре-
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де, содержащей 5% дефибринированной крови.
Высевы выдерживали 18–20 ч при 36°С, после че-
го учитывали результаты.

Определение чувствительности микробной
культуры к бактериофагам осуществляли следую-
щим образом: на агаризованную среду высевали
по 0.2 мл 18-часовой бульонной культуры, в центр
подсохшего газона наносили препарат бактерио-
фага, содержащий 1 × 106 БОЕ/см3, результаты
учитывали через 18–24 ч.

Выделение нуклеиновых кислот. Выделение
ДНК исследуемых штаммов осуществляли с по-
мощью набора “Genomic DNA Purification Kit”
(“Thermo Fisher Scientific”, США). Обеззаражи-
вание материала осуществляли в соответствии с
МУ 1.3.2569-2009.

Полногеномное секвенирование. Библиотеки
были подготовлены с помощью набора “Nextera
DNA Library Preparation Kit” (“Illumina”, США).
Полногеномное секвенирование осуществляли с
использованием прибора “MiSeq” (“Illumina”,

США) и соответствующего набора реагентов
“Miseq Reagent Kit v3” (“Illumina”, США).

RAPD-генотипирование и ПЦР-индикация на-
личия в геноме штамма группы В. cereus генов энте-
ротоксинов. RAPD-генотипирование осуществ-
ляли, как описано в работе Инатсу с соавт. [24], с
использованием праймеров, представленных в
работе Кувана с соавт. [25] (табл. 1).

Наличие в геномах штаммов генов синтеза
токсинов (cytK, hblC, entFM, nheA, ces, CER) опре-
деляли методом ПЦР-детекции с использовани-
ем праймеров, предложенных в работе Ким с со-
авт. [21] (табл. 2).

Реакции амплификации проводили с исполь-
зованием термоциклера “T100 thermal cycler”
(“Bio-Rad”, США) и набора реагентов и “5X ре-
акционная смесь qPCRmix-HS” (“Евроген”, Рос-
сия) согласно инструкциям производителей. В
качестве источника матрицы добавляли раствор
ДНК исследуемых штаммов (5–20 нг ДНК на ре-
акцию). Продукты реакции разделяли методом
электрофореза в 1.0–1.2%-ном агарозном геле
(“Sigma-Aldrich”, США) в 1 × Трис-ацетатном
электродном буфере (ТАЕ). Размер фрагмента
определяли по маркеру молекулярных масс
“GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder” (“Thermo
Fisher Scientific”, США).

MLVA-генотипирование. MLVA-генотипирова-
ние осуществляли согласно протоколу, описанному
в работе [26], по 17 MLVA-маркерам [15, 26–29]:
vrrA, bams03, bams05, bams22, bams34, bams44,
VNTR23, vrrC2, bams01, bams21, bams23, bams24,
bams25, bams28, bams51, vrrB1, vrrB2, используе-
мым для MLVA-генотипирования B. anthracis. Ге-
нотипирование штамма включало 17 ПЦР-реак-
ций. Праймеры представлены в табл. 3.

Таблица 1. Праймеры для проведения RAPD-геноти-
пирования

Праймер Последовательность 5' → 3'

Primer A ATCAGCGCACCA
Primer B GCCAGCTGTACG
Primer C TGCCTCGCACCA
Primer D GCCCCGTTAGCA
Primer E CCGCAGTTAGAT
Primer F ACTGGCCGAGGG
Primer G TTCGGACGAATA
Primer H AGAATTGGACGA

Таблица 2. Праймеры для ПЦР-индикации наличия в геноме штамма группы В. cereus complex генов энтероток-
синов

Энтеротоксин В. cereus Ген-мишень Последовательность 5'→3' Размер ПЦР-продукта, п.о.

Цитотоксин К cytK
TGCTAGTAGTGCTGTAACTC

881
CGTTGTTTCCAACCCAGT

Негемолитический 
энтеротоксин А nheA

GGAGGGGCAAACAGAAGTGAA
750

CGAAGAGCTGCTTCTCTCGT

Гемолизин BL hblC
CGCAACGACAAATCAATGAA

421
ATTGCTTCACGAGCTGCTTT

Цереулид
ces

TTCCGCTCTCAATAAATGGG
634

TCACAGCACATTCCAAATGC

CER
GCGTACCAAATCACCCGTTC

546
TGCAGGTGGCACACTTGTTA

Энтеротоксин FM entFM
AGGCCCAGCTACATACAACG

327
CCACTGCAGTCAAAACCAGC
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Продукты амплификации разделяли методом
электрофореза в 2–3%-ном агарозном геле и 0.5×
Трис-боратном электродном буфере (ТВЕ). Раз-
мер фрагмента определяли по маркерам молеку-
лярных масс “GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder”
(“Thermo Fisher Scientific”, США) и “EZ Load 20 bp

Molecular Ruler” (“Bio-Rad”, США) с использова-
нием программы “PhotoCamptMw 99.04” (“Vil-
berLourmat”, Франция). В качестве референсного
штамма для сравнения длин фрагментов исполь-
зовали B. anthracis Pasteur II (“ГКПМ-Оболенск”,
Россия). Полученные размеры ампликонов пере-

Таблица 3. Праймеры для MLVA-генотипирования

Локус Наименование праймера Последовательность 5'→3'

vrrA
vrrA-F CACAACTACCACCGATGGCACA

vrrA-R GCGCGTTTCGTTTGATTCATAC

vrrB1
vrrB1-F ATAGGTGGTTTTCCGCAAGTTATTC

vrrB1-R GATGAGTTTGATAAAGAATAGCCTGTG

vrrB2
vrrB2-F CACAGGCTATTCTTTATCAAACTCATC

vrrB2-R CCCAAGGTGAAGATTGTTGTTGA

vrrC2
vrrC2-F CCAGAAGAAGTGGAACCTGTAGCAC

vrrC2-R GTCTTTCCATTAATCGCGCTCTATC

bams01
bams01-F GTTGAGCATGAGAGGTACCTTGTCCTTTTT

bams01-R AGTTCAAGCGCCAGAAGGTTATGAGTTATC

bams03
bams03-F GCAGCAACAGAAAACTTCTCTCCAATAACA

bams03-R TCCTCCCTGAGAACTGCTATCACCTTTAAC

bams05
bams05-F GCAGGAAGAACAAAAGAAACTAGAAGAGCA

bams05-R ATTATTAGCAGGGGCCTCTCCTGCATTACC

bams21
bams21-F TGTAGTGCCAGATTTGTCTTCTGTA

bams21-R CAAATTTTGAGATGGGAGTTTTACT

bams22
bams22-F ATCAAAAATTCTTGGCAGACTGA

bams22-R ACCGTTAATTCACGTTTAGCAGA

bams23
bams23-F CGGTCTGTCTCTATTATTCAGTGGT

bams23-R CCTGTTGCTCCTAGTGATTTCTTAC

bams24
bams24-F CTTCTACTTCCGTACTTGAAATTGG

bams24-R CGTCACGTACCATTTAATGTTGTTA

bams25
bams25-F CCGAATACGTAAGAAATAAATCCAC

bams25-R TGAAAGATCTTGAAAAACAAGCATT

bams28
bams28-F CTCTGTTGTAACAAAATTTCCGTCT

bams28-R TATTAAACCAGGCGTTACTTACAGC

bams34
bams34-F CAGCAAAATCAATCGAATCAAA

bams34-R TGTGCTAAATCATCTTGCTTGG

bams44
bams44-F GCGAATTAATTGCTCCTCAAAT

bams44-R GCACTTGAATATTTGGCGGTAT

bams51
bams51-F ATTTCCTGAGCAGGTTGTGTT

bams51-R TGCATCTAACAATGCAGAACAA

VNTR23
VNTR23-F TTTAGAAACGTTATCACGCTTA

VNTR23-R GTAATACGTATGGTTCATTCCC
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водили в количество тандемных повторов для
данного локуса, как описано в работе [29]. В ре-
зультате получали MLVA-профили штаммов.

MLST-генотипирование. Для MLST-генотипи-
рования использовали схему, описанную в работе
Прист с соавт. в 2004 г. [14]. Для исследуемой вы-
борки получены сборки и определены нуклеотид-
ные последовательности следующих локусов:
glpF, gmk, ilvD, pta, pur, pycA, tpi. Полученным по-
следовательностям присваивали номера аллелей,
а на основе комбинации номеров аллелей опреде-
ляли ST штаммов в соответствии с сервисом базы
данных PubMLST (https://pubmlst.org/bcereus/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Культуральная и морфологическая характери-
стика штаммов. На первом этапе у исследуемых
штаммов был определен ряд диагностически важ-
ных фенотипических признаков: морфология ко-
лоний, подвижность, лецитиназная, фосфатазная и
гемолитическая активности, чувствительность к
диагностическим сибиреязвенным бактериофа-
гам Гамма А-26 и В-Fah (ВНИИВВиМ). Результа-
ты представлены в табл. 4. Каждый штамм имел
мономорфные колонии, однако между собой
штаммы морфологически различались. Получен-
ные результаты в совокупности позволили отне-
сти все исследуемые штаммы к группе B. cereus
complex и дифференцировать их от вида B. an-
thracis. Однако, интересно отметить, что штамм
YakM4 не обладал гемолитической активностью,
характерной для данного вида, а штаммы YakM7,
YakM10 и YakM15 оказались чувствительны к си-
биреязвенному бактериофагу Гамма А-26. Это
позволило сделать предположение о тесной связи
перечисленных штаммов с B. anthracis, поскольку
ранее уже были описаны подобные случаи неге-
молитичных и чувствительных к гамма-фагу
штаммов B. cereus, близкородственных возбуди-
телю сибирской язвы [30, 31].

Определение профиля энтеротоксинов. Штам-
мы В. cereus способны вызывать серьезные пище-
вые токсикоинфекции, поэтому одним из важ-
ных аспектов при исследовании вновь выделен-
ного штамма является определение профиля
энтеротоксинов, как основных факторов пато-
генности данного вида микроорганизмов. Одним
из способов решения этой задачи является ПЦР-
индикация генов, кодирующих соответствующие
токсины в геноме штамма [17, 21]. Нами были ис-
пользованы праймеры, предложенные в работе
[21] для ПЦР-индикации 6 генов синтеза токси-
нов – цитотоксина К (cytK), негемолитического
энтеротоксина А (nheA), гемолизина BL (hblC),
энтеротоксина FM (entFM) и рвотного токсина
цереулида (ces и CER). Перечисленные токсины
синтезируются штаммами В. cereus, вызывающи-
ми пищевые токсикоинфекции с диарейной или
рвотной симптоматикой [20]. Полученные ре-
зультаты приведены в табл. 5.

Как видно из табл. 5, только штаммы YakM1,
YakM2 и YakM4 несут в геноме ген hblC и лишены
гена entFM, ген nheA выявлен у всех штаммов ис-
следуемой выборки и ни у одного из штаммов не
выявлено положительной реакции на гены cytK,
CER и ces. Однако, согласно результатам полноге-
номного секвенирования, ген cytK обнаружен у
YakM9 и YakM11-2, ген hblC выявлен в геномах
YakM1, YakM2, YakM3, YakM7, YakM10 и YakM15,
entFM обнаружен у YakM1 и YakM15, nheA выяв-
лен у всех штаммов, за исключением YakM4. Рас-
хождение результатов ПЦР и секвенирования мо-
жет быть обусловлено отсутствием референсного
штамма и, соответственно, генома, для вида B. ce-
reus и группы B. cereus complex, а также выражен-
ным полиморфизмом перечисленных генов.

Эти результаты интересны с учетом факта вы-
деления штаммов из вечной мерзлоты. Поскольку
функция токсинов, как факторов патогенности, за-
ключается в поражении желудочно-кишечного
тракта хозяина, интересно предположить, в отно-
шении каких видов-хозяев данные токсины могли

Таблица 4. Фенотипическая характеристика штаммов

Примечание: *+ – признак выражен; – признак не выражен.

Штамм Подвижность Лейцитиназная
активность

Фосфатазная
активность

Гемолитическая 
активность Гамма А-26 В-Fah

YakM1 +* + + + – –
YakM2 + + + + – –
YakM3 + + + + – –
YakM4 + + + – – –
YakМ7 + + + + + –
YakМ8 + + + + – –
YakM9 + + + + – –
YakM10 + + + + + –
YakM11-2 + + + + – –
YakМ15 + + + + + –
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использоваться при условии экспрессии генов,
наличие которых выявлено в геномах.

Помимо фенотипических характеристик, кото-
рые, в свою очередь, определили спектр следую-
щих подходов, примененных для изучения данных
штаммов, возникла необходимость также охарак-
теризовать штаммы с генетической точки зрения.

RAPD-генотипирование. RAPD-генотипирова-
ние является одним из наиболее простых методов
генотипирования штаммов рода Bacillus [8, 9, 24,
32], позволяет получить генетическую характери-
стику штамма за несколько часов и не требует ис-
пользования данных секвенирования, что крайне
важно с финансовой точки зрения, поэтому оно
было проведено в первую очередь. Этот подход
позволил определить, являются ли штаммы, име-

ющие одинаковую фенотипическую характери-
стику, идентичными на уровне генома.

RAPD-генотипирование показало, что все ис-
следуемые изоляты имеют различия. Однако наи-
более схожий RAPD-профиль выявлен у штам-
мов: YakМ8, YakМ9 и YakМ11-2, а также YakМ10 и
YakМ15. Примеры результатов RAPD-генотипи-
рования представлены на рис. 1 и 2.

Эти результаты позволили сделать предвари-
тельный вывод о том, что штаммы, взятые из од-
ной географической точки, имеют генетические
различия, что вызывало интерес к проведению
более глубоких генетических исследований.

Применение MLVA-локусов B. anthracis в отно-
шении других видов группы B. cereus complex. По-
скольку B. anthracis и другие виды группы В. сereus
complex являются крайне близкородственными
на генетическом уровне, было выдвинуто предпо-
ложение о возможности применения хромосомных
VNTR-локусов B. anthracis для MLVA-генотипи-
рования и дифференцирования других штаммов
данной группы. В ряде работ была показана воз-
можность не только применения этого высокораз-
решающего метода для генетической характеристи-
ки штаммов B. anthracis, но и возможность его ис-
пользования для дифференцирования B. anthracis
от других видов рода Bacillus, поскольку по ряду
VNTR-локусов возможна амплификация продук-
тов, размер которых значительно отличается от
типичных для B. anthracis [15, 31, 33]. Мы предпо-
ложили, что в случае успешного использования
данного подхода, возможно выявление наиболее
близких с филогенетической точки зрения штам-
мов к виду B. anthracis, как, например B. cereus bv.
anthracis, который известен способностью вызывать

Таблица 5. Профиль генов синтеза токсинов штаммов
группы В. cereus complex

Штамм
Детектируемый ген

cytK hblC entFM nheA ces CER

YakM1 – + – + – –
YakM2 – + – + – –
YakM3 – – + + – –
YakM4 – + – + – –
YakМ7 – – + + – –
YakМ8 – – + + – –
YakM9 – – + + – –
YakM10 – – + + – –
YakM11-2 – – + + – –
YakМ15 – – + + – –

Рис. 1. RAPD-генотипирование с использованием праймера Primer A: 1, 12 – маркер молекулярных масс “GeneRuler
100 bp DNA Ladder”; продукты амплификации штаммов: 2 – YakМ1, 3 – YakМ2, 4 – YakМ3, 5 – YakМ4, 6 – YakМ7, 7 –
YakМ8, 8 – YakМ9, 9 – YakМ10, 10 – YakМ11-2, 11 – YakМ15.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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схожее с сибирской язвой заболевание у приматов
[34]. Поэтому, мы применили предложенные рядом
авторов праймеры для MLVA-генотипирования
B. anthracis [15, 26–29] при генотипировании ис-
следуемых в данной работе штаммов. Результаты
приведены в табл. 6.

Таким образом, осуществлен MLVA-анализ
исследуемой выборки с использованием 17 VN-
TR-локусов. Обнаружено, что несмотря на то, что
используемые праймеры сконструированы для
B. anthracis, по ряду локусов у исследуемых изоля-
тов проходила амплификация. Однако часть ло-
кусов (bams01, bams22, bams23, bams34, vrrC2)
оказалась неприменима из-за отсутствия продук-
та амплификации или его неспецифичного на-
копления, при котором размер составил более

900 п.н., в связи с чем невозможно определить его
точный размер по результатам электрофореза в
агарозном геле. Тем не менее, одинаковый ML-
VA-профиль выявлен у штаммов YakM1, YakM2 и
YakM4, YakM8, YakM9 и YakM11-2, а также YakМ7 и
YakM10. Близкий, хоть и не одинаковый, MLVA-
профиль характерен для штаммов YakM3, YakM15
и YakМ7, YakM10. Данные результаты частично
согласуются с результатами RAPD-генотипиро-
вания, однако MLVA может иметь более низкое
разрешение и основано на полиморфизме других
локусов. Это говорит в пользу необходимости
комплексного подхода генотипирования при ис-
следовании таких мономорфных групп как B. ce-
reus complex. Однако, поскольку данный метод
является одним из наиболее высокоразрешаю-

Рис. 2. RAPD-генотипирование с использованием праймера Primer B: 1, 12 – маркер молекулярных масс “GeneRuler
100 bp DNA Ladder”; продукты амплификации штаммов: 2 – YakМ1, 3 – YakМ2, 4 – YakМ3, 5 – YakМ4, 6 – YakМ7, 7 –
YakМ8, 8 – YakМ9, 9 – YakМ10, 10 – YakМ11-2, 11 – YakМ15.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Таблица 6. MLVA-профили штаммов

Примечание: цифрами обозначено число нуклеотидных повторов в VNTR-локусах; * – размер фрагмента слишком большой
для определения по результатам электрофореза в агарозном геле; НЛ – нет локуса (локус не амплифицируется).

Штамм
VNTR-локус

vrrA bams03 bams05 bams44 VNTR23 bams21 bams24 bams25 bams28 bams51 vrrB1 vrrB2

YakM1 5 НЛ НЛ 7 10 НЛ 10 14 16 7 НЛ 13
YakM2 5 НЛ НЛ 7 10 НЛ 10 14 16 7 НЛ 13
YakM3 8 НЛ 6 4 2 9 7 11 15 7 26 15
YakM4 5 НЛ НЛ 7 10 НЛ 10 14 16 7 НЛ 13
YakМ7 8 НЛ 6 4 2 9 7 11 15 НЛ 26 НЛ
YakМ8 7 33 6 8 2 НЛ 10.5 НЛ 16 9 23 13
YakM9 7 33 6 8 2 НЛ 10.5 НЛ 16 9 23 13
YakM10 8 НЛ 6 4 2 9 7 11 15 НЛ 26 НЛ
YakM11-2 7 33 6 8 2 НЛ 10.5 НЛ 16 9 23 13
YakМ15 8 –* 6 4 2 9 7 11 14 НЛ 26 3
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щих способов генотипирования B. anthracis, вероят-
но, одинаковый MLVA-профиль исследуемых нами
штаммов говорит о их крайне близком родстве,
либо о том, что они, по сути, являются одним
штаммом. Ранее была показана возможность ис-
пользования сибиреязвенных MLVA-локусов для
дифференцирования B. anthracis от B. cereus и
B. thuringiensis, а также поиска наиболее тесно
связанных с B. anthracis других штаммов рода Bacillus
[31, 33]. В настоящей работе показана возмож-
ность дифференцирования путем MLVA штаммов
B. anthracis и группы В. сereus complex и выявлены
различия по ряду локусов между исследуемыми
штаммами.

MLST-генотипирование. MLST является од-
ним из самых надежных способов генотипирова-
ния для группы В. cereus complex и особенно
успешно позволяет определить вид исследуемого
изолята. Мы использовали одну из наиболее по-
пулярных схем MLST в отношении исследуемых
штаммов [14]. По результатам полногеномного
секвенирования были определены номера аллелей
и ST в соответствии с базой данных (https://pubm-
lst.org/bcereus/). Результаты представлены в табл. 7.

Среди исследуемой выборки к ST-217 принад-
лежали 4 штамма, а к ST-32 – 3 штамма. В базе
данных PubMLST, в которой на момент написа-
ния работы содержалась информация о 5521
штаммах группы В. сereus complex, к ST-217 отно-
сится один штамм – KW14 (место и дата выделе-
ния неизвестны), а к ST-32 отнесены 27 штаммов
(выделены из пищевых продуктов в США, Кана-
де, Южной Корее, Китае и Тайване). Как видно
из табл. 7, у штаммов YakM1, YakM2 и YakM4 выяв-
лена комбинация аллелей, которая не соответствует
ни одному из ранее описанных сиквенс-типов. Од-
нако, согласно PubMLST, данный ST входит в со-
став 196 клонального комплекса, куда входят 58
других ST. Таким образом, в данной работе мы
выявили новый ранее не описанный MLST-ST у

штаммов группы В. сereus complex, найденных в
почве вечной мерзлоты.

Выявление как редких, так и ранее не описан-
ного ST представляет интерес с точки зрения эво-
люции группы В. сereus complex. В географиче-
ской точке на месте находки мумий пещерных
львят, был выделен ряд штаммов B. anthracis, при-
чем 3 из них принадлежали разным эволюцион-
ным линиям – А и В [16, 35]. Позднее из тех же
образцов почвы были выделены и штаммы, ис-
следуемые в настоящей работе. Интересно, что
эти 10 штаммов относятся к трем известным и од-
ному новому ST, а штаммы B. anthracis отнесены к
ST-1 и ST-3. То есть большинство штаммов рода
Bacillus относятся к разным эволюционным ветвям
и в данной географической точке наблюдается зна-
чительный полиморфизм как среди B. anthracis, так
и среди группы В. сereus complex в целом. Кроме то-
го, важно отметить, что локусы, используемые для
MLST-генотипирования, представляют собой
гены домашнего хозяйства, которые обладают
сравнительно медленной эволюцией, что являет-
ся еще одним аргументом в пользу высокого био-
разнообразия штаммов, принадлежащих к близ-
кородственным видам и выделенных буквально в
одной точке [14]. Необходимо обратить внимание
на то, что все штаммы выделены в Якутии из об-
разцов почвы, находящейся в аллювиальных от-
ложениях Голоцена [16]. Несмотря на то, что ра-
нее время консервации штаммов B. anthracis в
мерзлоте определено, как относящееся к XIII-
XVI векам, факт выделения их из вечной мерзло-
ты дает основания предположить, что их возраст
может быть гораздо больше предполагаемого,
вплоть до нескольких тысячелетий, в то время как
вид B. anthracis появился приблизительно 12–26 тыс.
лет назад [36]. Это свидетельствует о важности
данного региона Якутии в происхождении и эво-
люции самого вида B. anthracis. Поэтому данная
гипотеза требует дальнейшей разработки, а новые
штаммы – более глубокого изучения.

Таблица 7. MLST-генотипирование штаммов группы В. cereus complex

Примечание: цифрами обозначены номера аллелей по каждому из локусов и номера сиквенс-типов, согласно сервису Pub-
MLST; *выявлен впервые описанный сиквенс-тип.

Штамм
Аллельный профиль

MLST-ST
glpF gmk ilvD pta pur pycA tpi

YakM1 8 10 79 36 56 22 11 –*
YakM2 8 10 79 36 56 22 11 –
YakM3 86 57 81 80 80 90 32 217
YakM4 8 10 79 36 56 22 11 –
YakМ7 86 57 81 80 80 90 32 217
YakМ8 5 4 3 4 15 6 16 32
YakM9 5 4 3 4 15 6 16 32
YakM10 86 57 81 80 80 90 32 217
YakM11-2 5 4 3 4 15 6 16 32
YakМ15 86 57 81 80 80 90 32 217
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Таким образом, в настоящей работе проведено
исследование 10 штаммов В. сereus complex, выде-
ленных из образцов почвы, находящейся в веч-
ной мерзлоте на территории Якутии. Проведено
фенотипическое исследование штаммов культу-
ральными и биохимическими методами. Мето-
дом ПЦР определен профиль наличия в их геноме
генов, кодирующих энтеротоксины. Затем прове-
дено MLVA-генотипирование с использованием
локусов, применяемых для генотипирования
штаммов возбудителя сибирской язвы, что позво-
лило дифференцировать штаммы В. сereus complex
от B. anthracis и выявить их различия и сходства по
ряду локусов. На основе результатов проведенно-
го секвенирования геномов осуществлено MLST-
генотипирование, в результате которого выявле-
но 2 ранее описанных, но достаточно редких ST и
один не описанный и не зарегистрированный в
базе данных PubMLST ST, что очень важно в це-
лом для фундаментальных и филогенетических
исследований группы В. cereus complex.

Полученные результаты подчеркивают важ-
ность использования методов генотипирования
при исследовании такой мономорфного группы
как В. сereus complex, причем необходимо исполь-
зовать именно комплекс подходов, преимуще-
ственно основанных на данных полногеномного
секвенирования. Исследование данной группы
микроорганизмов показало свою актуальность и
с точки зрения оценки микробиологических рис-
ков в Арктическом регионе при изменении кли-
мата, в связи с выявлением вирулентных штам-
мов возбудителя сибирской язвы, а также круп-
ной вспышкой этого заболевания среди оленей
летом 2016 г., которая была спровоцирована тая-
нием вечной мерзлоты с законсервированными в
ней спорами, а также выделением других родов
микроорганизмов, имеющих патогенный потен-
циал [16, 39, 40].

Материал подготовлен в рамках секторальной
программы Роспотребнадзора. Работа частично
выполнена в рамках Соглашения о научно-тони-
ческом сотрудничестве между ГНЦ ПМБ и АНО
“Губернская академия”.
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Strains of Bacillus genus were isolated from soil samples in the permafrost region (Yakutia, Russia). The phe-
notypic characteristics of the strains are given. The analysis of the obtained data made it possible to assign
them to the group Bacillus cereus complex. PCR analysis made it possible to determine the profile of B. cereus
toxin synthesis genes in the genomes of the studied strains. Genetic characterization was obtained by RAPD
genotyping and using MLVA loci used for genotyping of the anthrax pathogen. The results of genotyping at
different levels of resolution made it possible to differentiate the studied strains from the B. anthracis species,
to show their intraspecific genetic differences and the degree of relationship. Whole genome sequencing was
carried out, based on the data of which MLST genotyping was carried out, which revealed 2 known sequence
types and one new one, described for the first time in this work. The results obtained are of practical impor-
tance and are extremely interesting from the point of view of the evolution and phylogeography of the B. ce-
reus complex group, since the fact that strains were isolated from permafrost suggests that their age may be
much older than expected.
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Исследовали эффективность действия антибиотиков (амикацин, бедаквилин, линезолид, мокси-
флоксацин, рифампицин) на метаболически инертные клетки Mycobacterium abscessus, полученные
in vitro в условиях дефицита калия. Обнаружено, что бедаквилин приводил к существенному сниже-
нию способности бактерий образовывать колонии на плотных средах, но не приводил их к гибели,
поскольку было показано, что при культивировании в жидкой среде наблюдалась их реверсия к со-
стоянию активного деления и роста. Моксифлоксацин обладал бактерицидным действием в отно-
шении метаболически инертных бактерий, необратимо и значительно снижая число жизнеспособ-
ных клеток в культуре, что подчеркивает эффективность его применения для терапии инфекций,
вызываемых M. abscessus.

Ключевые слова: Mycobacterium abscessus, муковиcцидоз, лекарственная устойчивость, новые лекар-
ственные средства
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Бактерия Mycobacterium abscessus относится к
нетуберкулезным быстрорастущим микобактериям,
и в последнее время этот вид вызывает большие
опасения в связи с ростом числа инфицирован-
ных ею людей [1]. Несмотря на то, что бактерия
M. abscessus относится к числу условно патоген-
ных микроорганизмов, она способна вызывать
тяжелые трудноизлечимые инфекции легких у лиц,
страдающих различными легочными патологиями:
муковисцидозом, бронхоэктазами, хронической
обструктивной болезнью легких, а также ранее
перенесших туберкулез [1, 2]. Кроме того, у людей с
ослабленной иммунной системой M. abscessus может
вызывать инфекцию кожи, мягких тканей, глаз и др.
[1, 3]. В наcтоящее время неясно, в какой степени
увеличение числа случаев инфицирования связано
улучшенной диагностикой M. abscessus, и каков
фактический рост заболеваемости. Фактором,
который способствует наблюдаемому росту, может
выступать увеличение продолжительности жизни
пациентов с муковисцидозом и другими предраспо-
лагающими заболеваниями легких. Геном M. absces-
sus имеет значительное сходство с геномом пато-
генной бактерии Mycobacterium tuberculosis, но ис-

пользование противотуберкулезных препаратов
для лечения инфекций, вызываемых M. abscessus,
малоэффективно, поскольку эта бактерия обладает
чрезвычайно высокой устойчивостью к большин-
ству антибиотиков [1, 2]. Несмотря на значительные
усилия по поиску новых препаратов для лечения
инфекций, вызываемых M. abscessus, эффектив-
ные лекарственные средства все еще не найдены.
Одной из причин этого является значительные
различия условий, в которых микобактерии ин-
кубируют in vitro при тестировании антибактери-
альной активности соединений – кандидатов в
лекарственное средство (сбалансированные среды,
богатые компонентами питания), и в клиниче-
ских условиях “реальной” инфекции, где бактерии
вынуждены адаптироваться к неоптимальным
условиям окружающей среды, имеющим место во
время инфекции, включая недостаток кислорода,
нехватку основных компонентов питания и т.д.,
что приводит к снижению активности метаболи-
ческих реакций M. abscessus и, как следствие, “вы-
ключенности” многих мишеней, что делает бак-
терию толерантной к антибактериальным агентам
[4, 5].

УДК 579.61
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Цель работы – изучение влияния дефицита ка-
лия, приводящего к переходу в состояние метабо-
лической инертности у микобактерий [6, 7] на
восприимчивость M. abscessus к лекарственным
средствам.

МЕТОДИКА
Объект исследования и условия культивирования.

Клетки бактерии M. abscessus штамма ATCC 19977,
полученного из исследовательского университета
“Европейская политехническая школа Лозанны”
(Швейцария) хранили при –70°С. Выращивание
проводили в синтетической среде Миддлбрука
(7Н9) (“Himedia”, Индия) или среде Сотона с до-
бавлением 10% ростовой добавки ADC (“Himedia”,
Индия) и 0.05% твина-80 (“Neofroxx GmbH”, Гер-
мания) при 37°C с перемешиванием (200 об./мин).
Состав среды Сотона (на г/л): KH2PO4 – 0.5 г;
MgSO4·7H2O – 1.4; L-аспарагин – 4; глицерин –
60 мл; цитрат железа-аммония – 0.05; цитрат на-
трия – 2; ZnSO4 – 0.001, pH 7.0 [8].

Получение метаболически инертных клеток.
Для получения метаболически инертных клеток
культуру M. abscessus выращивали в среде 7H9 с до-
бавлением 10% ADC и 0.05% твина-80. По достиже-
нии значения оптической плотности OD600 = 5–6
культуру пересевали на модифицированную, не
содержащую калия среду Сотона с добавлением
10% ростовой добавки ADC и 0.05% твина-80.
Процент посевного материала 0.25%, что соот-
ветствует стартовой концентрации бактерий 5 ×
× 106 кл. в мл. Состав среды Сотона, не содержащей
калия (г/л): Na2HPO4·12H2O – 8.9; MgSO4·7H2O –
1.4; L-аспарагин – 4; глицерин – 60 мл; цитрат
железа-аммония – 0.05; цитрат натрия – 2; ZnSO4 –
0.001, pH 7.0 (доводили 1 M NaOH).

Определение числа колониеобразующих единиц.
Из суспензии бактериальных клеток последова-
тельно готовили серию десятикратных разведений в
свежей среде роста, а затем аликвоты каждого раз-
ведения высевали на агаризованную (1.5% агара)
синтетическую питательную среду Сотона с до-
бавлением ростовой добавки ADC. Чашки инку-
бировали при 37°С, число колониеобразующих
единиц (КОЕ) M. abscessus подсчитывали через 6
сут после высева, определяя его как среднее из ре-
зультатов подсчета, сделанного в 3 повторностях.

Определение наиболее вероятного числа жизне-
способных клеток. Аликвоты (0.1 мл) серии деся-
тикратных разведений суспензии клеток иноку-
лировали в лунки стерильного 48-луночного
планшета (“Corning”, США), содержащие 0.9 мл
“среды оживления” [9] с добавлением ростовой
добавки ADC, причем каждое разведение было
представлено в минимум в 3 повторностях. План-
шеты инкубировали в течение 12 сут при 37°С в
статическом режиме. При подсчете наиболее ве-

роятного числа (НВЧ) жизнеспособных клеток
по стандартным статистическим таблицам [10]
учитывали лунки с видимым бактериальным ро-
стом.

Определение минимальной ингибирующей кон-
центрации. Оценку величины минимальной ин-
гибирующей концентрации (МИК) проводили в
среде 7Н9 для активнорастущих клеток и среде
Сотона, не содержащей калия, для метаболиче-
ски инертных клеток с добавлением 10% росто-
вой добавки ADC. Каждая лунка стерильного 96-
луночного планшета (“Corning”, США), содер-
жала 0.2 мл среды и 5 × 105 активнорастущих кле-
ток M. abscessus, взятых из логарифмической фа-
зы роста, или метаболичеси инертных клеток по-
сле 24 сут их инкубации в условиях дефицита калия,
а также различные концентрации антибиотиков,
уменьшающихся с шагом 1/2 от максимальной (32
мг/мл) к минимальной. Часть лунок содержала
только среду без клеток (отрицательный кон-
троль) или только среду с клетками без добавле-
ния антибиотиков (положительный контроль).
Планшеты инкубировали при 37°С 24 ч в статиче-
ском режиме, после чего в каждую лунку добавля-
ли раствор окислительно-восстановительного ин-
дикатора резазурина (“Merck”, Германия) в кон-
центрации 0.025 мг/мл и инкубировали при 37°С
еще 16–18 ч. В лунках, которых наблюдалось де-
ление бактериальных клеток (т.е. отсутствие ин-
гибирования антибиотиками) происходило пре-
вращение резазурина в флюоресцентный продукт
резафурин [11, 12], уровень флюоресценции кото-
рого регистрировали на планшетном монохрома-
торном спектрофлюориметре Fluostar Omega
(“BMG-Labtech”, Германия) при длине волны
возбуждения 544 нм (длина волны испускания
590 нм). Интенсивность флюоресценции в экспе-
риментальных лунках с антибиотиками сравнивали
с интенсивностью флюоресценции в лунках без до-
бавления антибиотиков (положительный кон-
троль). МИК антибиотиков определяли как кон-
центрацию, в присутствии которой наблюдалось
падение интенсивности флюоресценции, пропор-
циональной уменьшению числа жизнеспособных
бактериальных клеток, на 80% и более по сравне-
нию с интенсивности флюоресценции в лунках,
соответствующих положительному контролю без
антибиотика [11, 12].

Определение бактерицидной активности. Бакте-
рицидную активность антибиотиков в отношении
метаболически инертных клеток, полученных по-
сле 24 сут инкубации в условиях недостатка калия,
определяли в соответствии с протоколом [13], ре-
гистрируя динамику изменения КОЕ и НВЧ в
культуре. Для этого культуру инертных клеток
OD600 = 6–7 разводили супернатантом до OD600 = 0.1
и инкубировали на качалке при 37°С и 200 об./мин в
присутствии 100 мкг/мл антибиотиков. Через
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определенные промежутки времени клетки от-
мывали свежей средой от антибиотиков и делали
высевы аликвот серии десятикратных разведений
на жидкую и плотную питательные среды. Значения
КОЕ и НВЧ определяли как среднее из результа-
тов эксперимента, сделанного в 3 повторностях.

Измерение дыхательной активности. Для оценки
уровня дыхательной активности клеток измеряли
изменение оптической плотности при 600 нм ис-
кусственного акцептора электронов 2,6-дихлор-
фенола-индофенолята натрия (ДФИ) (“Merck”,
Германия) в присутствии менадиона при 37°С
[14]. Измерения проводили в планшетном моно-
хроматорном спектрофлюориметре Fluostar Omega
(“BMG-Labtech”, Германия). Реакционная смесь
объемом 0.2 мл содержала: 0.5 мМ 2,6-ДФИ, 0.15 мМ
менадиона, 1 × 107 жизнеспособных клеток мико-
бактерий, подсчитанных методом НВЧ, и ресус-
пендированных в 0.01 М фосфатном буфере рН
6.8. Дыхательную активность определяли как
число моль ДФИ, превращенных 1 кл. за 1 мин,
определяя ее как среднее из результатов 3 измере-
ний, относительная погрешность при этом не пре-
вышала 5%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование динамики изменения числа КОЕ
M. abscessus при инкубации в условиях дефицита ка-
лия. Ранее было установлено, что условия дефицита
калия являются специфическим внешним сигна-
лом для перехода бактерий M. tuberculosis и Myco-
bacterium smegmatis в состояние покоя и “некульти-
вируемости” in vitro [6, 7]. Полученные покоящиеся
“некультивируемые” клетки характеризовались
существенно сниженной способностью к образо-
ванию колоний на плотных питательных средах.
Используя условия дефицита калия в питательной
среде, мы разработали модельную систему in vitro
для поиска антибактериальных агентов, направ-
ленных против латентной формы туберкулеза. В
этой модельной системе число КОЕ обратимо
снижалось до нуля с сохранением жизнеспособ-
ности клеток и их способности ревертировать в
состояние активного деления и роста [15].

В настоящей работе подход, связанный с недо-
статком калия в питательной среде, был также
применен нами для формирования метаболиче-
ски инертного состояния у M. abscessus, характе-
ризующегося снижением способности клеток к
делению и росту. В результате продолжительного
инкубирования (24 сут) M. abscessus в условиях
недостатка калия были получены клетки со сни-
женным уровнем метаболической активности,
что подтверждалось снижением их дыхательной
активности, определенной по способности кле-
ток превращать искусственный акцептор элек-
тронов ДФИ. Так, дыхательная активность клеток,

инкубировавшихся в К+˗лимитированной среде в
течение 24 сут, составила 0.27 ± 0.03 × 10–15 моль
ДФИ/(кл. ⋅ мин), тогда как для клеток логариф-
мической фазы роста, растущих в стандартной
среде Сотона, дыхательная активность соответ-
ствовала 1.91 ± 0.23 × 10–15 моль ДФИ/(кл. ⋅ мин),
что указывало на снижение дыхательной актив-
ности более чем в 7 раз. При этом у M. abscessus не
было обнаружено драматического снижения числа
КОЕ до нуля при ограничении доступности ка-
лия, как это наблюдалось у M. smegmatis и M. tu-
berculosis в К+˗лимитированной среде [6, 7]. Через
24 сут инкубирования в условиях дефицита калия
число КОЕ у M. abscessus уменьшалось всего на
79.7% (рис. 1).

Изучение эффективности антибиотиков в отно-
шении активных и инертных клеток. Известно, что
ввиду отсутствия специфических лекарственных
средств, эффективных в отношении M. abscessus,
для лечения инфекций, вызываемых этой бакте-
рией, часто рекомендуются такие препараты, как
амикацин, линезолид, моксифлоксацин и др., од-
нако данные об их эффективности являются не-
полными и иногда противоречивыми. Мы опре-
делили значения МИК амикацина, бедаквилина,
линезолида, моксифлоксацина, рифампицина в
отношении активно делящихся клеток M. abscessus
логарифмической фазы роста, растущих без де-
фицита калия, и обнаружили, что они находятся в
интервале 2–16 мкг/мл (табл. 1). Далее мы опреде-
лили МИК для указанных антибиотиков в отноше-
нии метаболически инертных клеток, полученных
после 24 сут инкубации в условиях дефицита калия,
и получили примерно такой же интервал значе-
ний (табл. 1). Полученные значения МИК являют-
ся хотя и достаточно высокими, но, тем не менее,
позволяют рассматривать данные антибиотики

Рис. 1. Динамика КОЕ M. abscessus при инкубации в
среде без калия.
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как перспективные для лечения инфекций, вы-
зываемых M. abscessus.

Изучение бактерицидной активности антибиоти-
ков в отношении метаболически инертных клеток, по-
лученных в условиях дефицита калия. Принимая во
внимание снижение активности метаболических
процессов и возможную толерантность M. abscessus
к антибактериальным агентам при инфекции, на
следующем этапе мы изучали бактерицидную ак-
тивность антибиотиков в отношении метаболи-
чески инертных клеток, полученных в условиях
дефицита калия. Для этого мы регистрировали
изменение числа КОЕ клеток M. abscessus, полу-
ченных после 24 сут инкубации в калий-дефицит-
ной среде, под действием 100 мкг/мл исследуе-
мых антибиотиков в динамике, делая высевы на
плотные питательные среды через 4, 8 и 12 сут ин-
кубации с антибиотиками (рис. 2). В контрольном
образце клеток M. abscessus без дополнительного
внесения антибиотиков, которые продолжали ин-
кубироваться в калий-дефицитной среде, проис-
ходило дальнейшее постепенное снижение числа
КОЕ, и присутствие рифампицина и амикацина в
концентрации 100 мкг/мл в культуре клеток не
приводило к дополнительному его снижению

(рис. 2). Внесение линезолида в концентрации
100 мкг/мл незначительно влияло на изменение
числа КОЕ через 4 и 8 сут инкубации, однако че-
рез 12 сут число КОЕ снижалось в 10 раз по срав-
нению с контрольным образцом без антибиотика
(рис. 2). Добавление моксифлоксацина и бедак-
вилина вызывало максимальное – на 2 и более
порядка по сравнению с контрольным образцом
клеток – снижение числа КОЕ через 12 сут инку-
бации (рис. 2).

Для того, чтобы оценить, являлось ли наблю-
даемое снижение КОЕ необратимым, то есть
следствием гибели клеток под действием тестиру-
емых антибиотиков (и свидетельством их “истин-
ной” бактерицидной активности в отношении
инертных бактерий), или же имел место частич-
ный обратимый переход M. abscessus в состояние
сниженной культивируемости под действием вы-
соких концентраций антибиотиков без потери их
жизнеспособности, параллельно с высевом на
плотные среды и подсчетом КОЕ через 12 сут ин-
кубации нами был проведен высев культуры на
жидкую синтетическую среду “оживления” с
применением метода конечных разведений [7].
Культивирование на указанной среде предпола-
гает выявление и учет форм с возможной снижен-
ной способностью к делению и росту. Подсчет
числа жизнеспособных бактерий производился
методом НВЧ исходя из числа лунок с видимым
бактериальным ростом. Оказалось, что после 12
сут инкубации с исследуемыми антибиотиками
только присутствие моксифлоксацина приводи-
ло к выраженному снижению числа как КОЕ
(4.30 × 103/мл), так и НВЧ (4.60 × 105/мл) по срав-
нению с контрольным образцом клеток (табл. 2),
что свидетельствовало об их гибели. То есть, мок-
сифлоксацин проявлял “истинную” бактерицид-
ную активность в отношении клеток M. abscessus
со сниженной дыхательной активностью, полу-
ченным в условиях недостатка калия, с незначи-
тельной реверсией к состоянию активного деле-
ния и роста при отмывке клеток от антибиотика и
перенесении их в сбалансированную жидкую сре-
ду “оживления”. Бедаквилин, который также вы-
зывал заметное снижение числа КОЕ после 12 сут
инкубирования с M. abscessus (более чем на 4 по-
рядка по сравнению с начальной точкой, рис. 2),
не вызывал снижения НВЧ жизнеспособных кле-
ток (оно совпадало со значением НВЧ контроль-
ного образца, табл. 2). Таким образом, инкубация
метаболически инертных M. abscessus с бедакви-
лином в концентрации 100 мкг/мл не приводила к
их гибели, поскольку при переносе клеток в жид-
кую сбалансированную среду “оживления” на-
блюдался высокий (свыше 10000) индекс реверсии
к состоянию активного роста и деления (табл. 2).

Проблема поиска лекарственных средств для
лечения инфекций, вызываемых M. abscessus, сто-
ит очень остро, поскольку данная бактерия явля-

Таблица 1. Значения МИК антибиотиков в отношении
M. abscessus

Антибиотики
МИК, мкг/мл

Активные 
клетки

Инертные
клетки

Амикацин 16 16
Бедаквилин 2 2
Линезолид 2–4 4
Моксифлоксацин 2–4 4
Рифампицин 4 8

Таблица 2. Значения КОЕ, НВЧ и индекса реверсии
для метаболически инертных клеток M. abscessus, по-
лученных в условиях дефицита калия, после 12 сут ин-
кубации в присутствии антибиотиков в концентрации
100 мкг/мл

Антибиотик КОЕ/мл НВЧ/мл
Индекс 

реверсии,
НВЧ/ КОЕ

Контроль 1.13 × 106 1.10 × 108 97

Амикацин 9.75 × 105 1.50 × 107 15

Бедаквилин 1.05 × 104 1.10 × 108 10476

Линезолид 1.45 × 105 1.50 × 107 103

Моксифлоксацин 4.25 × 103 4.60 × 105 108

Рифампицин 1.25 × 106 1.10 × 108 88
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ется мультирезистентным микроорганизмом и
обладает устойчивостью к большинству антибио-
тиков [1–3]. Необычайно широкий арсенал фер-
ментов-деактиваторов антибактериальных аген-
тов и эффлюксных насосов, что является одной
из особенностей M. abscessus, служит существен-
ным препятствием в разработке эффективных те-
рапевтических схем лечения инфекций [1, 2].
Кроме того, большое значение имеет принципи-
альное различие условий, в которых M. abscessus
находится в процессе тестирования антибактери-
альной активности соединений-кандидатов в ле-
карственное средство в условиях лаборатории, и в
клинической практике, где они испытывают дав-
ление со стороны инфицированного макроорга-
низма и подвергаются воздействию многих стрес-
совых факторов, адаптируя свои метаболические
реакции с целью повысить толерантность к не-
благоприятным внешним условиям [4, 5].

Подход к анализу эффективности лекарствен-
ных средств in vitro, связанный с использованием
в качестве модели для тестирования клеток со
сниженной метаболической активностью, полу-
ченных в условиях дефицита калия, подтвердил
неэффективность применения рифампицина при
терапии инфекций, вызываемых M. abscessus; ме-
ханизм устойчивости бактерии к рифампицину
был выявлен и описан ранее [1, 16]. Однако мы
обнаружили, что активно используемые в настоя-
щее время в клинической практике для лечения
инфекций, вызываемых M. abscessus, линезолид и
особенно амикацин, имели низкую эффективность

в модельной системе in vitro с использованием мета-
болически инертных клеток. Моксифлоксацин –
один из антибиотиков для лечения инфекций,
вызываемых M. abscessus [2], характеризовался
максимальной эффективностью в модельной си-
стеме с применением клеток со сниженной мета-
болической активностью. Необходимо отметить,
что бедаквилин, который в настоящее время не
применяется для лечения инфекций, вызываемых
M. abscessus, может также обладать существенным
терапевтическим потенциалом, поскольку он эф-
фективно снижал число КОЕ метаболически
инертных клеток. Реверсия клеток, обработанных
бедаквилином, в активное, делящееся состояние
при переносе в жидкую сбалансированную среду
“оживления”, установленная методом конечных
разведений с подсчетом НВЧ жизнеспособных
клеток, исключающим возобновление роста за
счет персисторов, могла быть связана с непродол-
жительным временем воздействия антибиотика,
используемом в эксперименте. О потенциальной
возможности применения бедаквилина как аль-
тернативного агента для борьбы с инфекциями,
вызываемыми M. abscessus, ранее уже сообщалось
в работе [17].

Таким образом, изучение эффективности ле-
карственных препаратов в отношении клеток
M. abscessus со сниженной метаболической актив-
ностью, которые по своим характеристикам ближе
к клеткам in vivo при инфекции, чем активно де-
лящиеся M. abscessus, в будущем может выявить
перспективные антимикобактериальные агенты с

Рис. 2. Динамика снижения числа КОЕ метаболически инертных M. abscessus под действием антибиотиков в концен-
трации 100 мкг/мл: 1 – контроль, 2 – линезолид, 3 – амикацин, 4 – рифампицин, 5 – бедаквилин, 6 – моксифлокса-
цин.
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бактерицидной активностью в отношении M. ab-
scessus, увеличить эффективность проводимой те-
рапии и сократить ее сроки.

Работа частично поддержана Российским науч-
ным фондом, грант 23-15-00173 (изучение условий
получения метаболически инертных форм M. ab-
scessus).
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Use of Metabolic Inert Mycobacterium abscessus Cells
to Study the Efficiency Of Drugs
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*e-mail: elenasalina@yandex.ru

We investigated the effectiveness of antibiotics (amikacin, bedaquiline, linezolid, moxifloxacin, rifampicin)
on metabolically inert M. abscessus obtained under conditions of potassium deficiency in vitro. It was found
that bedaquiline led to a significant decrease in the ability of bacteria to form colonies on solid media, but did
not lead to their death, since it was shown that during cultivation in a liquid medium, they reverted to a state
of active division and growth. Moxifloxacin had a bactericidal effect against metabolically inert bacteria, ir-
reversibly and significantly reducing the number of viable cells in culture, which emphasizes the effectiveness
of its use for the treatment of infections caused by M. abscessus.

Keywords: Mycobacterium abscessus, cystic fibrosis, drug tolerance, new drugs



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2023, том 59, № 6, с. 605–613

605

СОЗДАНИЕ ПРОДУЦЕНТА РЕКОМБИНАНТНОЙ УНИВЕРСАЛЬНОЙ 
ПЕРОКСИДАЗЫ VP2 Trametes hirsuta В Penicillium canescens

© 2023 г.   О. С. Савинова1, *, А. М. Чулкин1, К. В. Моисеенко1, Т. В. Федорова1

1 Институт биохимии им. А.Н. Баха, Федеральный исследовательский центр 
“Фундаментальные основы биотехнологии” Российской академии наук, Москва, 119071 Россия

*e-mail: savinova_os@rambler.ru
Поступила в редакцию 20.04.2023 г.

После доработки 05.05.2023 г.
Принята к публикации 10.05.2023 г.

Интерес к пероксидазам секретируемого ферментного комплекса базидиальных грибов обусловлен
их широкой субстратной специфичностью и способностью участвовать в процессе биодеградации
таких трудно деградируемых биополимеров, как лигнин. Однако из-за сложности выделения этих
ферментов из нативных источников, их изучение затруднено. В работе были получены экспрессион-
ные вектора, несущие последовательность, кодирующую универсальную пероксидазу VP2 T. hirsuta
LE-BIN072, которые были трансформированы в геном штамма P. canescens. Скрининг трансфор-
мантов показал наличие пероксидазной активности до 1 ед./мл. Целевой белок идентифицирован в
культуральной жидкости отобранных трансформантов методом масс-спектрометрического анали-
за. Впервые получен новый штамм P. canescens pVP2D-6 – продуцент рекомбинантной универсаль-
ной пероксидазы VP2 T. hirsuta LE-BIN072 и показана способность секретируемого им ферментного
комплекса к модификации щелочного лигнина.

Ключевые слова: пероксидаза, лигнолитические ферменты, Trametes hirsuta, Penicillium canescens, ге-
терологичная экспрессия, лигнин
DOI: 10.31857/S0555109923060120, EDN: CJQZRR

Лигнин – распространенный природный гете-
рогенный полимер, составляющий до одной трети
всей растительной биомассы, источник ценных
ароматических соединений [1, 2]. Наиболее зна-
чительным потенциалом в отношении его биоде-
струкции обладают базидиомицеты, в частности
грибы белой гнили рода Trametes, приспособив-
шиеся в ходе эволюции к включению в свои мета-
болические пути всех компонентов лигноцеллю-
лозы [3]. Эта способность обусловлена наличием
у грибов белой гнили активного секретируемого
мультиферментного лигнолитического комплекса,
в состав которого входят пероксидазы (использу-
ющие H2O2 в качестве окислителя), лакказы (медь-
содержащие оксидазы, окисляющие субстраты,
восстанавливая кислород до H2O) и различные
вспомогательные ферменты (целлобиозодегидро-
геназы, хинонредуктазы, а также оксидазы, генери-
рующие H2O2, такие как арил-алкогольоксидаза) [2,
4–6]. По сравнению с другими пероксидазами и
лакказами лигнолитические пероксидазы (ЛП) об-
ладают более высоким окислительно-восстано-
вительным потенциалом, что позволяет им окис-
лять широкий спектр субстратов [7], и привлека-
ют особое внимание исследователей.

Известно, что в геномах базидиомицетов ЛП
кодируются обширными мультигенными семей-
ствами. Ранее было показано [8], что базидиомицет
Trametes hirsuta LE-BIN 072 принимает непосред-
ственное участие в процессе биотрансформации
лигнина, и в его геноме было обнаружено 18 генов,
кодирующих 9 предполагаемых изоферментов лиг-
нин-пероксидазы (LiP; КФ 1.11.1.14), 7 марганец-
зависимых пероксидаз (MnP; КФ 1.11.1.13) и 2
универсальные пероксидазы (VP; КФ 1.11.1.16)
[9]. Однако при культивировании этого гриба в
различных средах в секретомах были детектиро-
ваны только изоферменты марганецпероксидаз
MnP1, MnP2, MnP5, MnP7, лигнинпероксидаза
LiP9 и универсальная пероксидаза VP2 [10].

Считается, что LiP базидиомицетов принима-
ют участие в расщеплении преобладающих и наи-
более трудно деградируемых нефенольных струк-
тур лигнина, тогда как MnP могут участвовать в
окислении второстепенных фенольных фрагмен-
тов лигнина [11]. Универсальные пероксидазы VP
представляют особый интерес благодаря своей
способности катализировать процесс деградации
соединений, которые другие пероксидазы не спо-
собны окислять напрямую. Универсальность этих
изоферментов позволяет использовать их в Mn3+-

УДК 579.66
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опосредованных или независимых от Mn реакци-
ях с ароматическими соединениями с низким или
высоким окислительно-восстановительным по-
тенциалом [12] без применения медиаторов. Од-
нако все еще возникают вопросы о роли универ-
сальных пероксидаз в лигнинолизе. Кроме того,
преимуществом этих ферментов является высо-
кая активность в присутствии органических рас-
творителей [13].

На сегодняшний день отсутствие всесторонней
характеристики всех членов мультигенного семей-
ства ЛП, в частности гриба T. hirsuta LE-BIN072,
сильно ограничивает потенциал использования
этих ферментов в биокаталитических технологи-
ях (биопереработка, биоремедиация, целлюлоз-
но-бумажная промышленность). К сожалению,
выделение и очистка индивидуальных изофермен-
тов пероксидаз является нетривиальной задачей,
так как они имеют близкие молекулярные массы
и величины изоэлектрической точки, поэтому по-
дробное изучение свойств индивидуальных изофер-
ментов пероксидаз затруднено. Поскольку получе-
ние изоферментов с помощью нативных продуцен-
тов трудно реализуемо, единственным способом
решения задачи полной характеристики всех чле-
нов мультигенного семейства ЛП является пере-
ход к гетерологичным системам экспрессии.

Гетерологичной экспрессии секретируемых
базидиальных ферментов в разных организмах
посвящен большой объем исследований. Так, на-
пример, гетерологичная экспрессия пероксидазы
Pleurotus eryngii в Escherichia coli обеспечивает
быструю продукцию белка с высоким выходом,
однако она ограничена необходимостью пост-
трансляционных модификаций (фолдинг, вклю-
чения гема в белок, гликозилирование), которые
возможны только у эукариотических организмов
[14]. В этом отношении дрожжевые [15] и грибные
[16, 17] системы экспрессии имеют явные пре-
имущества. Хорошо зарекомендовали себя систе-
мы экспрессии на основе аскомицетов рода Peni-
cillium [18]. Для некоторых из них были разработа-
ны системы клонирования, которые позволили
повысить активность продуцентов и существенно
расширить спектр продуктов, получаемых на их
основе. Так, ранее [19, 20] удалось успешно полу-
чить и охарактеризовать 4 рекомбинантных изо-
фермента лакказы T. hirsuta LE-BIN072 (LacA,
LacC, LacD и LacF) в аскомицете Penicillium ca-
nescens, причем на примере LacA было показано
сходство нативного и рекомбинантного ферментов
[21]. Таким образом, на основе изученной литерату-
ры и собственного опыта коллектива авторов, в ка-
честве перспективного объекта для гетерологич-
ной экспрессии ЛП T. hirsuta LE-BIN072 было
предложено использовать аскомицеты рода Peni-
cillium.

Цель работы – создание продуцента рекомби-
нантной универсальной пероксидазы VP2 гриба
T. hirsuta LE-BIN 072 в штамме Penicillium ca-
nescens и оценка способности секретируемого
ферментного комплекса нового штамма к моди-
фикации лигнина.

МЕТОДИКА
Материалы. Олигонуклеотиды были синтези-

рованы в “Евроген” (Россия). Щелочной лигнин
с низким содержанием сульфонатов приобретен у
“Sigma-Aldrich” (США). Другие материалы и ре-
активы были приобретены у российских произ-
водителей, если не указано иное.

Штаммы и условия культивирования. В работе
были использованы штамм базидиомицета Tra-
metes hirsuta LE-BIN 072 из Коллекции культур Бо-
танического института им. В.Л. Комарова (Санкт-
Петербург, Россия), штамм Penicillium canescens
PCA10 (niaD–) [22] и штамм Escherichia coli XL-10
Gold (“Stratagene”, США).

Гриб T. hirsuta LE-BIN 072 выращивали глубин-
ным способом на орбитальной качалке в колбах
объемом 750 мл на глюкозо-пептонной (ГП) среде
следующего состава (г/л): пептон – 3.0, глюкоза –
10, KH2PO4 – 0.6, K2HPO4 ⋅ 3H2O – 0.4, MgSO4 ⋅ 7H2O
– 0.5, CaCl2–0.5, MnSO4⋅5H2O – 0.05, ZnSO4 – 0.001,
FeSO4 – 0.0005, при 27°С, 180 об./мин в течение
10 сут. Культуральную жидкость (КЖ) отделяли
центрифугированием, отбирали образцы мице-
лия для выделения ДНК и РНК.

Штамм-реципиент P. canescens PCA-10 (niaD–)
культивировали 7 сут при 30°С в термостате на
агаризованной среде (МС) следующего состава
(г/л) : NH4Cl – 0.53, D-глюкоза – 10, агар – 2%,
раствор минеральных солей - 20 мл/л. Раствор
минеральных солей имел следующий состав (г/л):
KCl – 26, MgSO4 ⋅ 7H2O – 26, KH2PO4 – 76, рас-
твор микроэлементов – 50 мл/л. Раствор микро-
элементов включал (мг/л): CuSO4 ⋅ 5 H2O – 400,
FeSO4 ⋅ 5 H2O – 800, MgSO4 ⋅ 2 H2O – 800,
Na2MoO4 ⋅ 2 H2O – 800, ZnSO4 ⋅ 7 H2O – 800,
B4Na2O7 – 40.

Трансформанты P. canescens выращивали на
агаризованной среде МС, в качестве источника
азота использовали NaNO3. При глубинном куль-
тивировании штаммов P. canescens использовали
жидкую ферментационную среду (ФС) следую-
щего состава (г/л): свекловичный жом – 30, пеп-
тон – 50, KН2РО4 – 25, рН 4.5 [23]. Водной сус-
пензией конидий (4 × 105 конидий/мл) засевали
100 мл среды. Культивирование проводили на ор-
битальной качалке в колбах объемом 750 мл при
240–250 об./мин и 30°С в течение 7 сут.

Выделение ДНК и РНК. ДНК из мицелия
T. hirsuta выделяли с помощью набора DNeasy
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Plant Mini Kit (“Qiagen”, США) в соответствии с
рекомендациями производителя. Для быстрого
скрининга трансформантов ДНК P. canescens вы-
деляли из споровой суспензии методом, описан-
ным в работе [24]. Выделение РНК проводили с
использованием реагента TRIzol Reagent (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США) согласно инструкции
производителя. Количественно ДНК и РНК оце-
нивали на приборе NanoDrop Lite (“Thermo Fish-
er Scientific”, США), качественно – электрофоре-
зом в 1%-ном агарозном геле. кДНК получали об-
ратной транскрипцией с использованием
обратной транскриптазы Maxima H Minus Reverse
Transcriptase (“Thermo Fisher Scientific”, США)
согласно рекомендациям производителя.

Конструирование экспрессионных плазмид. С
помощью высокоточной ДНК-полимеразы Q5
(“NEB”, Англия) амплифицировали интрониро-
ванные и сплайсированные последовательности
фрагмента гена, кодирующие зрелую пероксидазу
VP2 T. hirsuta LE-BIN072 (GenBank: ON230121.1),
с геномной ДНК и кДНК в качестве матрицы со-
ответственно. Использовали праймеры с введен-
ными сайтами рестрикции: BpiI в районе отщеп-
ления сигнального пептида и XhoI после сайта
терминации трансляции. Для амплификации
интронированного фрагмента гена использова-
лись праймеры VР2D и VP2DR, для сплайсирован-
ного – VР2D и VP2RR (последовательности прай-
меров представлены в табл.1; жирным шрифтом
выделены сайты узнавания, подчеркнуты сайты
отщепления). Полученные ДНК-фрагменты очи-
щали от реакционной смеси с помощью набора
Cleanup S-cap (“Евроген”, Россия) и обрабатыва-
ли пятикратным избытком эндонуклеаз BpiI и
XhoI. ДНК вектора pPCGMX также обрабатыва-
ли избытком эндонуклеаз Bsp120I и XhoI, после
чего ДНК разделяли в 0.8%-ном агарозном геле.
Группу фрагментов размером около 6 т. п. н. элю-
ировали из геля. Для элюирования и очистки ам-
плифицированных фрагментов использовали на-
бор Cleanup S-cap (“Евроген”, Россия).

Обработанные эндонуклеазами ПЦР-фраг-
менты целевого гена и ДНК фрагмента вектора
pPCGMX, несущего промотор гена bgaS с после-

довательностью, кодирующей сигнальный пеп-
тид гена bgaS и терминатор bgaS, смешивали в мо-
лярном соотношении 3 : 1 и обрабатывали T4
DNA Ligase (“Thermo Fisher Scientific”, США).
Полученной лигазной смесью трансформирова-
ли клетки Escherichia coli XL-10 Gold (“Strata-
gene”, США) для наработки генетического мате-
риала. Клетки наращивали с последующим выде-
лением плазмидных ДНК с помощью набора
Plasmid Miniprep Color (“Евроген”, Россия). По-
лученные плазмиды проверяли электофорезом по
подвижности в агарозном геле, а также проводили
скрининг рестрикцией по сайтам XhoI и BamHI на
присутствие фрагментов нужного размера. Про-
верку отобранных плазмид на правильность
сборки и отсутствие ошибок в процессе ПЦР осу-
ществляли секвенированием с использованием
праймеров BGASD и BGASRS (табл.1).

Трансформация полученных конструкций в ге-
ном P. canescens. Плазмиды, несущие целевые по-
следовательности вводили в геном мутантного по
нитратредуктазе штамма P. canescens PCA-10
(niaD–) путем котрансформации в протопласты
[22] совместно с плазмидой pSTA10 [25], несущей
комплементирующий ген нитратредуктазы (niaD)
гриба Aspergillus niger. Трансформанты, высевали
на селективную агаризованную среду следующе-
го состава (г/л): сорбитол – 218.6; агар – 20; глю-
коза – 8; раствор микроэлементов – 50 мл/л, а
также 10 мМ нитрат натрия в качестве источника
азота.

Проверку полученных трансформантов на на-
личие целевых вставок проводили амплификаци-
ей целевых фрагментов с ДНК, полученных из
споровых суспензий с применением специфиче-
ских праймеров POD17_For и POD17_Rev (табл. 1).

Оценка оксидазной активности (ОА). ОА оце-
нивали экспресс-методом при росте трансфор-
мантов на агаризованной среде МС, содержащей
2,2'-азино-бис-(3-этилбензтиозолин-6-сульфо-
кислоты)диаммониевую соль (АБТС) в качестве
хромогенного субстрата (1.1 мг/мл). Трансфор-
манты, образующие в процессе роста зеленое гало
считались перспективными для дальнейшего
анализа. ОА в КЖ определяли при выращивании

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Последовательность

POD17_For 5'-GCGAGGCCCAATCCCCTTA-3'
POD17_Rev 5'-CGGTCTGCTCGAACTTCTG-3'
BGASD 5'-CAAGCTGCTGAAGCTGAAGCTC-3'
BGASRS 5'-CTCATATTTACCCTGGCATGTCT-3'
VР2D 5'-TAGAAG ACCGGGCCACCTGCAGCG-3'
VP2DR 5'-TATCTCGAGTTAAGAGTTGAGGGGGCTAAAATCACA-3'
VP2RR 5'-TATCTCGAGTTAAGAGTTGAGGGGGATGGCC-3'
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грибов на жидкой среде ФС спектрофотометри-
чески на спектрофотометре PerkinElmer Lambda
35 (“PerkinElmer”, США) при длине волны λ =
= 436 нм в 0.1 М натрий-ацетатном буфере,
рН 4.5, как описано в работе [19] с использовани-
ем раствора АБТС в качестве хромогенного суб-
страта в присутствии 0.1 мМ H2O2. За 1 условную
единицу активности принимали увеличение оптиче-
ской плотности в 1 мл реакционной смеси за 1 мин.

Электрофорез белков. КЖ анализировали ме-
тодом ДДС-электрофореза по методу Лэммли в
12%-ном полиакриламидном геле на приборе
Mini Protean III (“Bio-Rad”, США) с окраской
Кумасси бриллиантовым голубым R-250. В каче-
стве стандарта использовали смеси белков Page
Ruler™ Prestained Protein Ladder (“Fermentas”,
Литва) в диапазоне 10–200 кДа.

Масс-спектрометрический анализ белков. По-
лученные белковые пятна анализировали на
масс-спектрометре Ultraflex II (“Bruker”, Герма-
ния) с матричной лазерной десорбцией/иониза-
цией на источнике и тандемным времяпролетным
масс-анализатором (MALDI TOF/TOF MS/MS).
Масс-спектры обрабатывали с помощью пакета
программ FlexAnalysis 3.3 (“Bruker Daltonics”,
Германия), идентификацию белков – с помощью
программы Mascot (www.matrixscience.com). По-
лученные данные были сопоставлены с базой
данных белков T. hirsuta LE-BIN 072 (GeneBank:
PRJNA271118) [26] и NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Белки-кандидаты с показателем достоверности
>76 в базе данных NCBI считались надежными
(p < 0.05), белки с показателем достоверности >50
считались вероятными.

Биотрансформация щелочного лигнина. КЖ
концентрировали ультрафильтрацией на мембра-
не Vivaspin Turbo, 10K MWCO (“Sartorius”, Герма-
ния) в 10 раз.

Биотрансформацию проводили как описано в
[6] с некоторыми модификациями. Раствор ще-
лочного лигнина (“Sigma-Aldrich”, США) с кон-
центрацией 2 г/л, pH 5.0, разливали по 1 мл в пла-
стиковые пробирки объемом 5 мл. Затем добавля-
ли равный объем концентрированной КЖ. В
качестве контроля также готовили образцы, где
вместо лигнина добавляли стерильную воду. Ре-
акцию проводили при комнатной температуре в
течение 144 ч с перемешиванием на ротационном
смесителе ELMI Rotamix RM-1 (Латвия). Обес-
цвечивание лигнина отслеживали в ходе инкуби-
рования на 24, 72 и 144 ч, измеряя поглощение при
465 нм на спектрофотометре PerkinElmer Lambda 35
[27]. Спектры снимали в диапазоне 200–700 нм сра-
зу после добавления лигнина к КЖ, а также через 24
и 144 ч инкубации.

Все измерения проводили в 3 биологических
повторностях. Результаты представлены в виде
среднего значения ± стандартное отклонение.

Статистическая обработка данных проводилась с
использованием метода дисперсионного анализа.
При обнаружении достоверного значения (р < 0.05)
F-статистики, различия между индивидуальны-
ми средними были оценены с использованием те-
ста множественного сравнения Тьюки (р ≤ 0.05).

Визуализацию плазмидных карт и подбор оли-
гонуклеотидов осуществляли в программе Vector-
NTI 10.1.1 (“Invitrogen”, США).

Для определения сайтов отщепления сигналь-
ного пептида пероксидаз использовали про-
граммное обеспечение SignalIP 6.0 (https://ser-
vices.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-6.0)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для создания продуцента рекомбинантной

универсальной пероксидазы VP2 базидиомицета
T. hirsuta LE-BIN072 в качестве реципиента был
использован штамм мицелиального гриба P. ca-
nescens PCA-10 (niaD–). Этот штамм обладал сле-
дующими преимуществами: быстрый рост био-
массы, наличие развитой системы биосинтеза
внеклеточных ферментов, сильные промоторы,
обеспечивающие высокую экспрессию целевых
генов, наличие эффективного метода трансфор-
мации целевых плазмид для этого штамма, мута-
ция в гене нитратредуктазы (niaD-) [28], позволя-
ющая отбирать трансформанты на селективной
среде, а также возможность получения целевого
белка в активной форме [20, 21].

Создание плазмидных конструкций. Поскольку
регулирование экспрессии белка в аскомицетах
происходит в основном на уровне транскрипции,
использование высокоактивных областей кон-
троля транскрипции грибов имеет решающее
значение при гетерологичной экспрессии. При
создании плазмид использовали промотор гена
bgaS, кодирующий β-галактозидазу гриба P. ca-
nescens, обеспечивающий гетерологичную экс-
прессию ферментов в клетках гриба с высоким
выходом [23, 28]. Ген пероксидазы экспрессиро-
вали с использованием сигнальной последова-
тельности гена bgaS β-галактозидазы P. canescens.

Плазмиды были созданы на основе вектора
pPCGMX, содержащего полный ген bgaS секре-
тируемой β-галактозидазы P. canescens, имеющего
уникальный сайт рестрикции Bsp120I в районе от-
щепления сигнального пептида и сайт XhoI перед
терминатором транскрипции [29].

Интронированные и сплайсированные после-
довательности, кодирующие пероксидазу VP2
T. hirsuta LE-BIN072 (GenBank: ON230121.1) были
амплифицированы, причем при амплификации в
целевые последовательности вводили уникальные
сайты рестрикции BpiI и XhoI. Для этого олигонук-
леотиды были выбраны так, чтобы при последую-
щей состыковке целевых фрагментов с областью,
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кодирующей сигнальный пептид β-галактозидазы,
сохранялась рамка считывания и аминокислот-
ная последовательность в месте соединения. В
результате слияния полученных целевых ПЦР-
фрагментов с ДНК фрагмента вектора pPCGMX,
несущего промотор гена bgaS, с последовательно-
стью, кодирующей сигнальный пептид гена bgaS
и терминатор bgaS, были получены целевые плаз-
миды. Проверка выделенных плазмид на пра-
вильность сборки рестрикцией и последующим
секвенированием кодирующих областей перок-
сидазы позволила отобрать 2 плазмиды – pVP2D
и pVP2CD, с правильной интронированной и
сплайсированной кодирующей последовательно-
стью соответственно. Карты отобранных плазмид
представлены на рис. 1.

Отбор трансформантов. При трансформации
полученных плазмид, несущих целевые последова-
тельности пероксидазы, в геном P. canescens PCA-10
(niaD–), было получено не менее 100 трансфор-
мантов для каждой плазмиды. Для дальнейшего
скрининга из них отбирали по 30 трансформан-
тов для каждой плазмиды.

Выращивание отобранных трансформантов
глубинным способом в среде ФС в течение 7 сут
показало, что максимальная пероксидазная актив-
ность по АБТС в присутствии H2O2 (1 усл. ед./мл)
была зафиксирована на 5–6 сут культивирования
трансформантов. В качестве отрицательного кон-
троля использовали КЖ реципиента. По 10 наи-
более активных трансформантов-продуцентов
рекомбинантной пероксидазы VP2 было выбрано
для обоих штаммов (по 5 с плазмидой pVP2D и по
5 – с pVP2CD).

Для оптимизации процедуры подтверждения
присутствия плазмид с целевыми вставками в
отобранных трансформантах была проведена

ПЦР-амплификация целевых областей с исполь-
зованием ДНК, выделенной экспресс-методом
из споровых суспензий каждого трансформанта
[24]. Применение этого метода позволило уско-
рить процесс отбора целевых клонов. Результат
оценивали методом электрофореза по подвижности
в агарозном геле и размеру полученных фрагментов
(пример, рис. 2а). По результатам амплификации
было выбрано 2 трансформанта-продуцента VP2 –
P. canescens pVP2D-6 и P. canescens pVP2D-8.

Анализ КЖ трансформантов методом ДДС-
электрофореза в полиакриламидном геле (рис.
2б) с последующей масс-спектрометрической
идентификацией (MALDI TOF/TOF MS/MS)
белков, обнаруженных в диапазоне 30–55 кДа
позволил подтвердить наличие VP2 T. hirsuta LE-
BIN072 в КЖ отобранных трансформантов P. ca-
nescens pVP2D-6 и P. canescens pVP2D-8.

Необходимо отметить, что в настоящей работе
при создании продуцента рекомбинантной VP2
успешнее оказалась конструкция с интрониро-
ванной кодирующей целевой последовательно-
стью. Подобный результат был показан Абяновой
и соавт. [21] при получении рекомбинантной лак-
казы А T. hirsuta LE-BIN072 в этом же реципиенте.
Таким образом, можно сделать вывод, что в вы-
бранном штамме P. canescens происходит пра-
вильный сплайсинг интронов в полном гене VP2
пероксидазы, как и в случае гена lacA лакказы ба-
зидиального гриба T. hirsuta. Однако полученные
результаты не исключают наличие особенностей
посттрансляционных модификаций и секреции
пероксидаз в P. canescens, оказывающих влияние
на активность целевого фермента. Активность
полученной КЖ по АБТС в присутствии Н2О2 не
превышала 1 усл. ед. /мл (рис. 3).

Рис. 1. Карты полученных плазмидных конструкций, несущих интронировунную (а) и сплайсированную (б) кодиру-
ющие последовательности пероксидазы VP2 T. hirsuta LE-BIN072.
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Таким образом, использованную экспресси-
онную систему можно считать достаточно эффек-
тивной с точки зрения получения секретируемого
рекомбинантного изофермента пероксидазы VP2.
Однако требуются дополнительные эксперименты
по оптимизации условий культивирования с це-
лью повышения активности и количества секре-
тируемого белка. В дальнейшей работе использова-
ли штамм P. canescens pVP2D-6 как более активный.

Биотрансформация щелочного лигнина. По-
скольку пероксидазам отводят ведущую роль в
процессе деструкции лигнина [6, 30], была прове-
дена оценка способности секретируемых фер-
ментов нового штамма P. canescens pVP2D-6,
включающих пероксидазу VP2 T. hirsuta, к моди-
фикации щелочного лигнина.

Структура лигнина включает мономерные зве-
нья трех типов – п-гидроксифенильные (H-зве-
нья), гваяцильные (G-звенья), и сирингильные
(S-звенья), сшитые различными кислород- и уг-
лерод-углеродными связями [31]. Хромофорные
функциональные группы, содержащиеся в лигнине,
включая хиноны и метоксизамещенные фенокси-
группы, могут быть сопряжены с двойными связями
или карбонильными функциональными группами.
Ненасыщенные функциональные группы погло-
щают видимый свет и придают лигнину коричне-
вый цвет [32]. Обесцвечивание лигнина предпо-
лагает его трансформацию [33].

В настоящей работе к концентрированной КЖ,
полученной после выращивания нового штамма
P. canescens pVP2D-6, добавляли раствор лигнина
в соотношении 1 : 1 и инкубировали в течение 144 ч.
Концентрация лигнина в реакционной смеси со-
ставила 1 г/л, при этом реакционная смесь имела
насыщенный желто-коричневый цвет (рис. 4, 1).
По мере увеличения времени инкубирования на-
блюдалось обесцвечивание реакционной смеси

Рис. 2. Электрофорез в агарозном геле ПЦР-фрагментов, полученных в результате амплификации со специфически-
ми праймерами (а); ДДС-электрофорез в ПААГ (б) КЖ P. canescens (красным отмечена область, в которой найдены
фрагменты VP2): К - реципиент P. canescens PCA10 (niaD–) (отрицательный контроль), 1 – трансформант P. canescens
pVP2D-3, 2 – P. canescens pVP2D-6, 3 – P. canescens pVP2D-8, М – маркеры молекулярной массы.
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Рис. 3. Динамика активности пероксидазы (по АБТС
в присутствии Н2О2) у отобранных рекомбинантных
штаммов: 1 – реципиент P. canescens PCA10 (niaD–)
(отрицательный контроль), 2 – трансформант P. ca-
nescens pVP2D-6, 3 – трансформант P. canescens
pVP2D-8.
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(рис. 4 2, 3), которое не наблюдали в контрольном
образце (с КЖ реципиента). Уже за сутки проис-
ходило обесцвечивание реакционной смеси на
11%, а через 144 ч – на 28% по сравнению с исход-
ным.

Известно, что для различных типов лигнина
характерно наличие локального максимума в
УФ-спектре поглощения при 280 нм [31]. Изме-
нение поглощения при 280 нм при биотрансфор-
мации лигнина, в частности мицелиальными гри-
бами, считается показателем его модификации.
Ранее Лара с соавт. [33] показали уменьшение ин-
тенсивности поглощения при длине волны 280 нм
(гипохромный эффект) в процессе инкубирова-
ния синтетического черного щелока, содержание
лигнина в котором может составлять до 40%, с
мицелием Trametes elegans в течение 15 сут, объяс-
нив это “изменениями в молекулах за счет лигни-
нолитических реакций”.

В настоящем исследовании при увеличении
времени инкубации исследуемых образцов с КЖ
штамма P. canescens pVP2D-6 наблюдалось некото-
рое изменение поглощения в диапазоне 260–500 нм
(рис. 5), однако, несмотря на видимое обесцвечи-
вание реакционной смеси, в спектре при 280 нм
вместо ожидаемого уменьшения через 24 ч на-
блюдалось незначительное увеличение оптиче-
ской плотности, которое сохранялось до конца
инкубации (144 ч). Аналогичные эффекты на-
блюдали при окислении катехина и кверцетина
(полифенольных соединений из группы флаво-
ноидов) рекомбинантной универсальной перок-
сидазой TvVP2 базидиомицета Trametes versicolor
[34]. Авторы показали, что инкубация этих фла-
воноидов с пероксидазой TvVP2 в присутствии
пероксида водорода приводила к значительным
изменениям оптического спектра. В случае катехи-
на наблюдали значительное увеличение ОП около
400 нм, что свидетельствовало об образовании хи-

нонов, а в случае кверцетина – уменьшение пика
при 370 нм и небольшое увеличение поглощения
~290 нм. Последнее, по мнению авторов, могло
соответствовать продукции 3,4-дигидроксибен-
зойной (протокатеховой) кислоты.

Известно, что универсальные пероксидазы
грибов белой гнили способны напрямую окислять
фенольные и нефенольные структурные единицы
лигнина с образованием катион-радикалов, кото-
рые затем могут, как подвергаться серии нефермен-
тативных реакций, включая расщепление С–С и
С–О-связей, так и сочетаться между собой в слу-
чайном порядке, приводя к реполимеризации
лигнина [11, 30, 35].

Рис. 4. Обесцвечивание щелочного лигнина в КЖ гриба P. canescens pVP2D-8: 1 – исследуемый образец лигнина сразу
после добавления концентрата КЖ, 2 – через 24 ч инкубирования, 3 – через 144 ч инкубирования.
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Рис. 5. УФ-спектры поглощения исследуемых образ-
цов в диапазоне 260–320 нм: 1 – исследуемый обра-
зец лигнина сразу после добавления концентрата
КЖ, 2 – через 24 ч инкубирования, 3 – через 144 ч ин-
кубирования.
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В работе [11] авторами было показано, что
универсальная пероксидаза базидиомицета Pleu-
rotus ostreatus способна расщеплять наиболее ча-
стые межзвенные связи в лигнине (β-O-4'), при-
водя тем самым к деполимеризации лигнина и
высвобождению фенольных соединений. Обра-
зующиеся при биотрансформации лигнина про-
межуточные фенольные соединения, такие как
ванилин, синаповая кислота, конифериловый
спирт и др. [36], могут вносить вклад в интенсив-
ность поглощения реакционной смеси при 280 нм.

В работе [35] было показано, что атака универ-
сальной пероксидазы базидиомицета P. eryngii
(VPL2, GenBank: AF007222) начинается с наибо-
лее легко окисляемых фенольных фрагментов
лигнина, а метилированный и ацетилированный
лигнин значительно хуже окислялись фермен-
том. При этом VP P. eryngii была способна моди-
фицировать также и нефенольный лигнин, но
значительно хуже, чем содержащий фенольные
структуры. Кроме того, VP P. eryngii проявляла бо-
лее высокое сродство в отношении полимерного
лигнина, чем к простым ароматическим соедине-
ниям [35]. Действительно, ранее было показано,
что секреция лигнолитических пероксидаз в про-
цессе роста гриба T. hirsuta в среде с добавлением
лигнина менялась волнообразно [37]. При этом
универсальная пероксидаза VP2 начинала секре-
тироваться на более ранних сроках культивирова-
ния и уже на 3–6 сут хорошо детектировалась в
культуральной среде. Далее по мере трансформа-
ции лигнина в секретоме гриба детектировались и
другие лигнолитические пероксидазы (разные
изоферменты марганец-пероксидаз).

Таким образом, полученные в настоящем ис-
следовании результаты позволили сделать вывод,
что рекомбинантная универсальная пероксидаза
VP2 гриба белой гнили T. hirsuta модифицировала
структурные звенья щелочного лигнина, о чем
свидетельствовало обесцвечивание реакционной
смеси. Однако этот фермент, по всей видимости,
подобно универсальной пероксидазе VP базидио-
мицета P. eryngii, окислял в первую очередь фе-
нольные фрагменты лигнина.

Полученный в работе новый штамм P. ca-
nescens pVP2D-6 – продуцент рекомбинантной
лигнолитической пероксидазы VP2 базидиоми-
цета T. hirsuta LE-BIN072, планируется использо-
вать для выделения целевого изофермента VP2 и
изучения его свойств, что в дальнейшем может
помочь более детально установить механизм био-
разложения лигнина грибами белой гнили Tram-
etes sp., тем самым открыть новые перспективы
для направленного применения ферментов лиг-
нолитического комплекса грибов, в частности
пероксидаз.

При проведении исследований использовалось
оборудование Центра коллективного пользования

“Промышленные биотехнологии” Федерального
государственного учреждения “Федеральный ис-
следовательский центр “Фундаментальные осно-
вы биотехнологии” Российской академии наук”.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 22-74-00078, https://rscf.ru/project/22-74-00078.
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The Obtaining of Recombinant Producer of Trametes hirsuta
Versatile Peroxidase VP2 in Penicillium canescens
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The interest in peroxidases of the basidiomycetes secreted enzyme complex is due to their wide substrate
specificity and the ability of these enzymes to participate in the biodegradation of such difficultly degradable
biopolymers as lignin. However, due to the difficulty of isolating these enzymes from native sources, their
study is difficult. In this work, expression vectors were created that carried the sequence encoding the T. hir-
suta LE-BIN072 versatile peroxidase VP2, which was transformed into the genome of the P. canescens strain.
Screening of transformants showed the presence of peroxidase activity up to 1 U/mL. Fragments of the target
protein in the culture liquid of the selected transformants were identified by mass spectrometric analysis.
A new strain of P. canescens pVP2D-6, a producer of the recombinant universal peroxidase VP2 T. hirsuta
LE-BIN072, was obtained for the first time, and the ability of the enzyme complex secreted by it to modify
alkaline lignin was shown.

Keywords: peroxidase, lignolytic enzymes, Trametes hirsuta, Penicillium canescens, heterologous expression,
lignin
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Работа посвящена получению зеленого флуоресцентного белка eGFP с Гис-меткой, введенной в со-
став полипептидной цепи. В результате получен белок eGFP157_7H со встроенной Гис-меткой и
свободными N- и С-концами для последующего получения слитых белков. Добавленная Гис-метка
позволит проводить очистку конструкций с eGFP методом металл-хелатной аффинной хроматогра-
фии в нативных условиях. Полученный вариант eGFP157_7H сохранил флуоресцентные свойства
полностью соответствующими исходному варианту eGFP.

Ключевые слова: eGFP, Гис-метка, металл-аффинная очистка eGFP
DOI: 10.31857/S0555109923060193, EDN: CXYUQZ

Зеленый флуоресцентный белок (GFP) широ-
ко используется в качестве референсного белка
благодаря своим флуоресцентным свойствам.
Фьюжн-конструкты с участием GFP создают для
отслеживания местоположения исследуемого
белка в клетке [1–3], внутриклеточного значения
рН [4] и изучения белок-белковых [5, 6] и РНК-
белковых взаимодействий [7]. В настоящее время
белок широко используется в качестве светящей-
ся метки в клеточной и молекулярной биологии
для изучения экспрессии клеточных белков. Раз-
работаны модификации белка для применения в
биосенсорах.

Однако GFP, в отличие от других успешно ис-
пользуемых белков-лидеров в слитых конструк-
тах, таких, как полипептидные последовательно-
сти А, Z, ABP, GST, поли-His, MBP, FLAG, Pim-
Point [8], не является аффинной меткой, в связи с
чем очистка конструкций с участием GFP может
представлять существенные затруднения. Одно
из решений задачи выделения рекомбинантных
белков заключается в присоединении к ним ка-
кой-либо аффинной метки, из которых наиболее
употребимой является метка из нескольких
остатков гистидина [9]. Полигистидиновая метка
способна взаимодействовать с ионами двухва-
лентных металлов Ni2+, Cu2+, Co2+, Zn2+ [10], что
придает белку аффинность к смоле c иммобили-
зованными ионами двухвалентных металлов, на-
пример, Ni2+. Преимущество использования
металл-хелатной аффиной хроматографии за-

ключается в небольших размерах самих пептидов,
придающих сродство к ионам металлов, а также в
том, что данный вид аффинной хроматографии
проводится в мягких физиологических условиях,
что особенно важно при работе с белками.

В уже ставшем классическим подходе исполь-
зования гистидиновых меток рассматривается
присоединение шести или более расположенных
подряд остатков гистидина к N- или С-концу
белка: для этих случаев эмпирически подобран-
ным оптимальным вариантом является метка 6H
[11]. Увеличение числа остатков гистидина может
приводить к незначительному снижению равно-
весной KD, но не к ее повышению, а вот уменьше-
ние числа остатков приводит к значительному
снижению сродства к Ni2+ [11].

Включение Гис-метки в составе полипептид-
ной цепи белка позволит использовать такой бе-
лок абсолютно так же, как и его исходный вари-
ант, то есть сохранив возможность присоединять
белки как к N-, так и C-концу фьюжн-партнера,
и при этом полностью использовать свойства аф-
финной метки, избегая стерических затруднений.

Новая стратегия использования Гис-меток в
составе полипептидной цепи чаще всего приме-
няется для очистки и концентрации вирусных
векторов с целью их дальнейшего использования
при вакцинации или же генной терапии [12].
Примером может служить встраивание гексаги-
стидиновой (6H) метки, экспонированной на по-
верхности капсида, в капсидный белок gp64 баку-
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ловируса [13] или вируса простого герпеса 1-го
типа [14], который используют для разработки те-
рапии заболеваний нервной системы. Аналогич-
ный подход также использовали для белков кап-
сида вируса ящура [15], ретровируса [16], вируса
гриппа типа А [17] и лентивирусных векторов [18],
сенекавируса [19].

Включение Гис-метки в состав полипептид-
ной цепи возможно не только для капсидных бел-
ков вирусных векторов, но и для белков с иными
функциями. Например, в работе [20] описывается
вариант модификации белка путем включения 6H
метки внутрь петли термосомы организма T. Aci-
dophilum. Метка не только не нарушила структуру
белка, но и способствовала его выделению при
помощи металл-аффинной хроматографии.

Таким образом, 6H метка – это универсаль-
ный инструмент, который можно использовать
на разных белках и для решения различных задач:
от выделения и очистки белка до его детектирова-
ния in vitro и in vivo. Однако в некоторых случаях
использование 6H метки как на C- или N-конце,
так и при встраивании в полипептидную цепь,
влияет на структуру или функции модифициро-
ванного белка. Таким образом, выбор места вве-
дения метки, а также конфигурации самой метки,
может иметь решающее значение для функцио-
нирования полученной кострукции.

Цель работы – разработка варианта GFP, по-
лучившего аффинность к металл-хелатной смоле
и при этом сохранившего свободные N- и С-кон-
цы, а также функцию флуоресценции.

МЕТОДИКА
Введение Гис-метки. Для получения плазмиды

pET15b_eGFP в качестве матрицы для клониро-
вания гена eGFP использовали плазмиду eGFP-N1.
Клонирование гена осуществляли методом ПЦР
с использованием ДНК-полимеразы Q5 (“NEB”,
Великобритания) на амплификаторе C1000 Touch
(“Bio-Rad”, США) по стандартному протоколу со
следующими праймерами (“Евроген”, Россия):
NcoI_eGFP_IG: 5'TTTTTCCATGGTGAGCAAG-
GGCGAGG3'; BamHI_eGFP_IG: 5'TTTTTG-
GATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG3'.

Полученный ген клонировали в экспрессион-
ный вектор pET15b по сайтам NcoI и BamHI. Ре-
акции рестрикции и лигирования проводили по
инструкциям стандартных протоколов.

Для получения плазмид pET15b_eG-
FP157_3H3G3H и pET15b_eGFP157_7H исполь-
зовали метод сайт-направленного мутагенеза с
некоторыми изменениями [10]. Для внесения
вставок использовали следующие праймеры (Ев-
роген, Россия): для внесения вставки 3H3G3H
прямой F_gfp157_3H3G3H: 5'CATGGCCGA-
CAAGCAGCATCATCATGGTGGTGGTCATCA-

TCATAAGAACGGCATCAAGG3' и обратный
R_gfp157_3H3G3H: 5'CCTTGATGCCGTTCT-
TATGATGATGACCACCACCATGATGATGCTG-
CTTGTCGGCCATG3'; для внесения вставки 7H
прямой F_gfp157_7H: 5'CATGGCCGACAAG-
CAGCATCATCATCATCATCATCACAAGAACG-
GCATCAAGG3' и обратный R_gfp157_7H:
5'CCTTGATGCCGTTCTTGTGATGATGATGAT-
GATGATGCTGCTTGTCGGCCATG3'.

В отличие от классического протокола сайт-
направленного мутагенеза, в стандартную реак-
ционную смесь для ПЦР с Q5 ДНК-полимеразой
добавляли один из праймеров, либо F_gfp_157,
либо R_gfp_157. В качестве матрицы использова-
ли 100 нг плазмиды pET15b_eGFP. Температура
отжига для F_gfp_157 составила 65°С, а для R_gf-
p_157 – 72°С.

После ПЦР реакционные смеси с праймерами
F_gfp_157 и R_gfp_157 объединяли в соотношении
1 : 1 и проводили денатурацию и отжиг компле-
ментарных цепей ДНК.

Для удаления матричной ДНК полученную
смесь плазмид обрабатывали ферментом DpnI
(ThermoFisher, США) по стандартному протоколу
при 37°С в течение 16 ч. Полученной плазмидной
ДНК трансформировали приготовленные по стан-
дартному протоколу Са2+-компетентные клетки
DH5α и далее отбирали положительные клоны
стандартным методом ПЦР с колоний.

Последовательность полученных конструкций
была подтверждена секвенированием по методу
Сэнгера (“Евроген”, Россия).

Экспрессия генов целевых белков. Для получе-
ния целевых белков использовали систему экс-
прессии на основе РНК-полимеразы фага Т7 в
бактериях E. coli штамма ArcticExpress(DE3) (“Ag-
ilent”, США). Для этого одиночный клон с чашки
Петри инокулировали в питательную среду LB
объемом 5 мл с антибиотиками ампициллином
(100 мкг/мл) и гентамицином (20 мкг/мл). Клет-
ки оставляли расти в шейкерах-инкубаторах при
37°С со скоростью перемешивания в 250 об./мин
в течение 16 ч. Полученную ночную культуру
инокулировали в соотношении 1 : 100 в 500 мл
среды TB, содержащей те же антибиотики, и ин-
кубировали при 37°С и 250 об./мин в течение 3 ч
до достижения оптической плотности (λ 600) 0.6–
0.8 о.е./мл. Далее вносили индуктор экспрессии
ИПТГ до конечной концентрации 1 мМ, после
чего понижали температуру инкубации до 10°С и
продолжали культивирование в течение 24 ч, а за-
тем температуру понижали до 4°С и инкубирова-
ли культуру еще 12 ч. После завершении культи-
вирования клетки отделяли от жидкой среды цен-
трифугированием при 1500 g и 4°С в течение 20 мин.

Уровень продукции целевых белков оценива-
ли, проводя электрофорез в 12.5%-ном ПААГ в
денатурирующих условиях в присутствии доде-
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цил-сульфата натрия (ДДС-Na). Полученную
биомассу замораживали и хранили при –20°С.

Выделение и очистка целевых белков. Биомассу
штамма-продуцента ресуспендировали в 50 мМ
натрий-фосфатного буфера pH 7.5 с добавлением
1 мМ фенилметилсульфонил фторида, ингибито-
ра сериновых протеаз, и разрушали ультразвуко-
вым дезинтергратором Q500 Sonicator® на льду.
Далее супернатант отделяли от дебриса центри-
фугированием при 9800 g в течение 30 мин при
4°С.

Хроматографическую очистку целевых белков
из супернатанта проводили в несколько этапов.
Очистку eGFP проводили на 1 мл колонке с
анионообменной смолой HiTrap Q-сефарозой в 50
мМ натрий-фосфатном буфере pH 7.5. Элюиро-
вали линейным градиентом NaCl от 0 до 500 мМ
на первом этапе и от 100 до 500 мМ при рехрома-
тографии.

При очистке конструктов eGFP157_3H3G3H и
eGFP157_7H первую хроматографию проводили
на той же смоле в тех же условиях. Элюировали
линейным градиентом NaCl от 0 до 500 мМ. Вто-
рую хроматографию проводили на металл-
аффинной смоле HisTrap HP в 50 мМ натрий-
фосфатном буфере, pH 7.5, с 100 мМ NaCl.
Колонку со связавшимся белком промывали 1 М
NaCl в том же буфере. Элюировали белки линей-
ным градиентом имидазола от 20 до 500 мМ.

Для перевода белка в другой буфер перед сле-
дующим этапом очистки или же для дальнейших
исследований использовали диализ. Фракции,
содержавшие целевой белок, объединяли и кон-
центрировали при помощи металл-хелатной смо-
лы с ионами Ni2+.

Наличие примесей нуклеиновых кислот в бел-
ковых препаратах контролировали спектрофото-
метрически при длине волны 260 нм.

Установление времени удерживания на смоле.
Для определения времени удерживания белков
eGFP157_7H и eGFP157_3H3G3H на смоле хро-
матографические фракции исследовали при по-
мощи электрофоретического разделения в дена-
турирующих условиях в присутствии ДДС-Na.
Для фракции с наибольшим содержанием целе-
вого белка рассчитывали время от начала элюции
до времени выхода половины этой фракции. Для
этих же фракций устанавливали концентрацию
имидазола, при которой происходит элюция. Ха-
рактеристика колонки и потока: 1 мл, “HisTrap HP”
(“Cytiva”, Германия), скорость потока 0.5 мл/мин,
объем фракции 0.5 мл, градиент от 0 до 300 мМ
имидазола в объеме, равном 15 объемам колонки.
Буфер А: 20 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 7.4,
250 мМ NaCl, буфер Б: 500 мМ имидазола, 20 мМ
натрий-фосфатный буфер, рН 7.4, 250 мМ NaCl.

Определение концентрации белка. Концентра-
цию белка определяли методом денситометрии

электрофореграмм с помощью программного
обеспечения “OnedScan” (Stratagene, США). В
качестве стандарта использовали известные кон-
центрации бычьего сывороточного альбумина.

Спектроскопия кругового дихроизма (КД). Иссле-
дование вторичной структуры белков проводили с
использованием спектроскопии КД на спектропо-
ляриметре “Chirascan” (“Applied Photophysics”, Ве-
ликобритания) в диапазонах длин волн от 180 до
260 нм. Значения молярной эллиптичности [θ] рас-
считывали из уравнения:

в котором [θ]изм – измеренная эллиптичность
(градусы) и Мост – средняя молекулярная масса
остатка пептида (Да), рассчитанная из его амино-
кислотной последовательности, L – длина опти-
ческого пути кюветы (мм), С – концентрация
белка (мг/мл). Измерения проводили в 0.1 мм кю-
вете при концентрации белка 0.2–0.3 мг/мл в 10
мМ натрий-фосфатном буфере, pH 7.5. Получен-
ные значения молярной эллиптичности относи-
тельно длины волны анализировали при помощи
программного обеспечения DichroWeb [21], что-
бы определить количественный состав элементов
вторичной структуры белков.

Для сравнения формы спектров делали их нор-
мализацию по минимальным значениям на длине
волны 222 нм для белка со спиральными элемен-
тами и 218 нм для белка с β-слоями. Полученные
формы спектров сравнивали со спектром eGFP
исходного типа, который был предсказан по про-
странственной структуре PDB: 6YLQ в программе
PDBMD2CD [9].

Измерение спектров эмиссии, вычисление мо-
лярного коэффициента экстинкции, квантового вы-
хода флуоресценции и яркости eGFP. Снятие спек-
тров эмиссии флуоресценции выделенных белков
eGFP, eGFP157_3H3G3H, eGFP157_7H проводи-
ли с использованием спектрофлуориметра “Fluo-
roMax-4” (“Horiba”, Япония) в Центре коллек-
тивного пользования ФИЦ Биотехнологии РАН.
Длина волны возбуждения – 488 нм, размер щели –
5 нм. Спектр эмиссии снимали от 480 до 650 нм при
длине волны возбуждения 488 нм. Спектр воз-
буждения снимали от 380 до 500 нм, при длине
волны эмиссии 510 нм. Для сравнения форм
спектров пересчитывали полученные значения в
относительные единицы.

Для вычисления молярного коэффициента
экстинкции хромофора нативного GFP исполь-
зовали методику, описанную в статье [20].

По полученным значениям молярной концен-
трации и поглощению нативного белка на длине
волны 488 нм построили график зависимости по-
глощения от молярной концентрации, умножен-
ной на длину оптического пути. Для нахождения
молярного коэффициента экстинкции вычисля-

[ ] [ ]θ = θ −остизм M LC,
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ли наклон прямой, полученной методом линейной
аппроксимации с величиной достоверности >0.9.

Вычисление относительного квантового выхо-
да флуоресценции проводили по флуоресцеин-
иодацетамиду, квантовый выход которого 0.5 ед.
Для этого получали спектр поглощения каждого
белка при длине волны 488 нм и считали значение
площади под кривой. По зависимости значений
площади под кривой спектра эмиссии от погло-
щения на длине волны 488 нм для белков и флуо-
ресцеин-йодацетамида получили наклон прямой,
полученной методом линейной аппроксимации с
величиной достоверности >0.9. Полученные ре-
зультаты сравнили относительно вещества с из-
вестным квантовым выходом и по простой про-
порции рассчитали относительный квантовый
выход флуоресценции для всех вариантов eGFP.

Вычисление яркости флуоресцентных белков
проводили по формуле:

где B – значение яркости; QY – относительный
квантовый выход; CE – молярный коэффициент
экстинкции.

,
1000

QYCEB =

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Место для введения полигистидиновой метки

между аминокислотными остатками № 157 и 158
(рис. 1) было выбрано с учетом известных литера-
турных данных о влиянии мутаций на eGFP [25–
30] и с учетом анализа опубликованной структу-
ры eGFP (PDB: 6YLQ).

Для встраивания в полипептидную цепь были
выбраны и протестированы два варианта Гис-ме-
ток: каноническая последовательность из после-
довательно расположенных остатков гистидина
(7Н) и предложенная в настоящей работе некано-
ническая последовательность, в которой остатки
гистидина чередуются с остатками глицина (H–
H–H–G–G–G–H–H–H или 3H3G3H).

Каноническая последовательность из остатков
гистидина обладает определенной степенью ри-
гидности, что может влиять на фолдинг белка при
встравивании такой метки именно внутрь полипеп-
тидной цепи. Аминокислотные остатки глицина
обладают большой конформационной подвиж-
ностью, из-за чего они обычно встречаются в на-
чале или конце спиральных элементов вторичной
структуры, а также внутри неструктурированных
элементов [30]. Введение остатков глицина в со-
став Гис-метки должно увеличить общую кон-
формационную подвижность предлагаемой нека-
нонической Гис-метки, что может позволить ис-
пользовать ее внутри петель или поворотов
полипептидной цепи без значительного влияния
на общую укладку белка, поэтому триплеты из
остатков гистидина были разделены остатками
глицина.

Создание соответствующих генетических кон-
струкций было проведено с помощью стандартных
методов молекулярной биологии (см. Методика),
идентичность полученных конструктов была
подтверждена секвенированием. Экспрессию ге-
на исходного eGFP и его вариантов с введенными
Гис-метками проводили в экспрессионном штамме
E. coli ArcticExpress (DE3) при пониженной тем-
пературе, чтобы избежать образования телец
включения. По окончании экспрессии клетки
были лизированы. Распределение целевых белков
между растворимой и нерастворимой фракциями
было проанализировано методом электрофоре-
тического разделения белков (рис. 2). Формиро-
вания телец включения белком eGFP и eGFP с
метками 7H или 3H3G3H между 157 и 158 амино-
кислотными остатками обнаружено не было.

Полученные в растворимой форме целевые
белки были очищены хроматографическими ме-
тодами (см. Методика) и использованы в даль-
нейшей работе.

Подтверждение взаимодействия Гис-мечен-
ных вариантов eGFP с иммобилизованными
ионами Ni2+ было проведено измерением време-
ни удерживания белков на Ni2+-смоле при одина-

Рис. 1. Положение Гис-меток в исходном варианте
eGFP (PDB: 6YLQ). Визуализация пространственной
структуры белка в программе UCSF Chimera [31].
Стрелкой показано и выделено красным цветом ме-
сто вставки Гис-меток между 157Q и 158K.

N C
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ковых условиях проведения хроматографии и в
диапазоне концентрации имидазола, необходи-
мой для элюции белка. Факт взаимодействия белка
со встроенной в полипептидную цепь Гис-меткой
с Ni2+-cмолой позволил утверждать, что метка
действительно экспонирована к растворителю, а
также что нет стерических затруднений между
взаимодействием имидазольных радикалов остат-
ков гистидина с иммобилизованным Ni2+. С прак-
тической точки зрения, более прочное взаимодей-
ствие с металл-аффинной смолой повышает каче-
ство хроматографической очистки белка, однако
слабые взаимодействия все же позволяют использо-
вать Ni2+-смолу как этап концентрирования белка.

Электрофоретический анализ фракций, полу-
ченных в результате элюции конструкций eGFP
со встроенными Гис-метками (рис. 3) показал,
что оба белка способны связываться с Ni2+-содер-
жащей смолой. Однако, в зависимости от олигоги-

стидиновой метки, белки проявляли различную
способность удерживаться на аффинной смоле.

Время удерживания eGFP157_7H на Ni2+-смо-
ле было больше, чем eGFP157_3H3G3H, и соот-
ветствовало концентрации имидазола 142 ± 14 мМ.
Более слабое взаимодействие eGFP157_3H3G3H
с металл-аффинной смолой не позволило полно-
стью его очистить от неспецифических примесей.
Как видно на рис. 3а (дорожки 7 и 8) и рис. 3б (до-
рожки 2 и 3), очистка eGFP и использовании
встроенных Гис-меток 7H и 3H3G3H осуществ-
лялись довольно эффективно. Металл-аффинная
хелатная хроматография позволила избавиться от
большинства примесных белков. По результатам
денситометрии электрофореграммы чистота по-
лученного белка превышала 95%.

Оценку влияния введенных Гис-меток на вто-
ричную структуру белка проводили методом
спектроскопии кругового дихроизма (рис. 4). В
табл. 1 приведены результаты количественного
анализа спектра КД.

Спектры Гис-меченных вариантов eGFP (рис. 4а)
были схожи между собой и свидетельствовали о со-

Рис. 2. Электрофореграмма распределения вариантов
eGFP между растворимой и нерастворимой фракци-
ями в 12%-ном ПААГ в присутствии ДДС-Na: М –
маркер молекулярного веса белков; 1, 3, 5 – суперна-
тант, 2, 4, 6 – осадок; 1 и 2 – eGFP; 3, 4 – eG-
FP157_3H3G3H; 5, 6 – eGFP157_7H; стрелка указы-
вает положение целевого белка.
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14 Рис. 3. Электрофореграмма профилей элюции eG-
FP157_7H (а) и eGFP157_3H3G3H (б) в 12%-ном
ПААГ в присутствии ДДС-Na: М – маркер молеку-
лярного веса белков; 1–9 – фрации профиля элюции
белка.
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Таблица 1. Результаты количественного анализа спектра КД

Образец Спирали, % β-слои, % Повороты, % Нерегулярные 
структуры, %

eGFP 3H3G3H 14 ± 1 34 ± 3 21 ± 2 31 ± 3
7H 10 ± 1 37 ± 4 21 ± 2 32 ± 3
wt 10 ± 1 46 ± 5 12 ± 1 32 ± 3
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хранении общей укладки белка. Внесение меток
внутрь структуры не приводило к ее денатурации.
Тем не менее, наблюдалось отличие спектров от ре-
ференсного значения. Это отличие можно объяс-
нить увеличением вклада вторичной структуры
типа α-спиралей. Количественный анализ спек-
тров на содержание типов вторичных структур
(рис. 4б и табл. 1) показал увеличение количе-
ства спиральных элементов в спектре образца eG-
FP157_3H3G3H. В случае eGFP157_3H3G3H уве-
личение составило 14% по сравнению с 10% у eG-
FP157_7H. Оба варианта eGFP с введенными
Гис-метками сохранили растворимость и приоб-
рели способность взаимодействовать с аффинной
смолой, но анализ спектров КД не позволил сделать
вывод о полном сохранении функциональности
eGFP, поскольку в спектрах изменилось соотноше-
ние содержания типов вторичных структур. Для
понимания того, как введение меток сказалось
непосредственно на флуоресценции eGFP, были
получены спектры эмиссии исходного варианта
eGFP, eGFP157_7H и eGFP157_3H3G3H. Срав-
нение формы спектров эмиссии трех экспери-
ментально полученных вариантов eGFP (рис. 5) и

референсного спектра, рассчитанного по литера-
турным источникам [9], показало, что они иден-
тичны.

Для сравнения яркости eGFP, eGFP157_7H и
eGFP157_3H3G3H (рис. 6) были получены значе-
ния коэффициентов молярной экстинкции и от-
носительных квантовых выходов (см. Методика),
представленные в табл. 2.

Значимое снижение характеристик наблюда-
лось у варианта eGFP157_3H3G3H. Его яркость
составляла 76% от яркости eGFP исходного типа.
Яркость варианта с 7H меткой соответствовала
экспериментально рассчитанному уровню ярко-
сти исходного варианта eGFP, а также согласовы-
валась с данными литературы [30].

Полученные результаты позволяют сделать
следующие выводы. В результате встраивания
метки 3H3G3H в положение между 157 и 158 ами-

Рис 4. Влияние Гис-меток на вторичную структуру
целевых белков: а – наложение экспериментально
полученных спектров КД eGFP157_3H3G3H (1) и
eGFP157_7H (2) на спектр eGFP (3), рассчитанный
при помощи программы PDBMD2CD [24]; б – коли-
чественный анализ вторичных элементов спектров
КД Гис-меченных вариантов eGFP при помощи про-
граммы DichroWeb [21]: 1 – eGFP157_3H3G3H.; 2 –
eGFP157_7H; 3 – нерегулярные структуры, 4 – пово-
роты, 5 – бета-слои, 6 – альфа-спирали.
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Рис. 5. Сравнение спектров флуоресценции (отн. ед.
интенстивности) вариантов eGFP: 1 – спектр eG-
FP157_3H3G3H, 2 – спектр исходного варианта eG-
FP, 3 – спектр eGFP157_7H, 4 – спектр, рассчитан-
ный [9] для исходного варианта eGFP.
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Рис. 6. Сравнение яркости вариантов eGFP: 1 – eG-
FP157_3H3G3H; 2 – eGFP157_7H; 3 – исходный ва-
риант eGFP; 4 – референсный вариант eGFP, литера-
турные данные [30].
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нокислотными остатками eGFP квантовый вы-
ход и коэффициент молярной экстинкции хро-
мофора белка оказались меньше, чем у eGFP ис-
ходного типа. При этом аналогичное встраивание
7H метки сохраняло флуоресцентные показатели
белка близкими к показателям исходного. Сни-
жение относительного квантового выхода и, как
следствие, яркости у варианта eGFP157_3H3G3H
могло происходить из-за увеличения конформа-
ционной свободы флуорофора [26]. Можно пред-
положить, что использование метки 3H3G3H
между 157 и 158 аминоикслотными остатками eG-
FP, вероятно, приводило к некоторой релаксации
пространственной структуры, вследвие чего уве-
личилась подвижность хромофора и снизилась
яркость флуоресценции белка. Это может объяс-
няться большей конформационной подвижно-
стью метки 3H3G3H по сравнению с вариантом
7H. Для eGFP157_7H снижения яркости не на-
блюдалось.

Таким образом, можно заключить, что оба ва-
рианта предложенных меток в составе белка eG-
FP способны связываться с Ni2+-смолой, однако
метка 7H, вероятно, вызывает меньше структур-
ных и функциональных изменений по сравнению
с меткой 3H3G3H. В результате работы был полу-
чен вариант eGFP157_7H, имеющий высокое срод-
ство к Ni2+-содержащей смоле, со свободными N- и
С-концами и сохранивший уровень флуоресцен-
ции исходного белка. Этот вариант eGFP можно
использовать как инструмент для создания сли-
тых конструкций и решения самых различных ис-
следовательских задач.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования Российской Федерации в рамках про-
граммы по развитию генетических технологий на
2019–2027 годы (Соглашение № 075-15-2021-1071)
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New eGFP Mutant with Intact C- and N-Termini
and Affinity for Ni2+

A. G. Tarabarovaa, *, M. S. Yurkovaa, and A. N. Fedorova

a Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: tarabarovan@yandex.ru

The green fluorescent protein GFP has long been used in research practice as a molecular tool. It is often used
as a fusion partner. To create fusion constructs, target molecules are attached to the N- or C-terminus of
GFP. On the other hand, the N- or C-termini of GFP required to create fusion constructs are also used to
attach affinity tags that is greatly facilitating purification. Simultaneous introduction of affinity tag and GFP
to both or the same end of GFP can create steric hindrances both in the process of biosynthetic folding of the
construct and in its affinity purification. This work is devoted to the production of GFP with a His-tag intro-
duced into the polypeptide chain. This work resulted in eGFP157_7H protein with an embedded His-tag and
free N- and C-termini to create fusion proteins. The added His-tag will allow purification of the construct
with GFP by metal-chelated affinity chromatography under native conditions. The resulting eGFP157_7H
variant retained the original f luorescent properties completely similar to those of wild-type eGFP.

Keywords GFP, internal His-tag, IMAC, protein purification in native condition
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Проведена трансформация 11-трифторацетата 6α-метилгидрокортизона (11-ТФА МГК) клетками
актинобактерий рода Arthrobacter (Nocardioides) в присутствии α-циклодекстрина (α-ЦД). Изучен
состав и динамика накопления в культуральной среде продуктов трансформации при различных
значениях рН и соотношении α-ЦД/субстрат. Показано, что добавление α-ЦД в среду для транс-
формации при рН < 7 способствует увеличению скорости 1,2-дегидрирования с образованием 11-
трифторацетата 6α-метилпреднизолона (11-ТФА МПЛ). При рН > 7 первичным процессом является
гидролиз 11β-трифторацетилоксигруппы. При этом можно предположить, что α-ЦД участвует в
этих процессах как акцептор трифторацетил-иона.

Ключевые слова: 6α-метилгидрокортизона 11-трифторацетат, 6α-метилпреднизолона 11-трифтор-
ацетат, 6α-метилпреднизолон, 1,2-дегидрирование, Arthrobacter, Nocardioides, α-циклодекстрин
DOI: 10.31857/S0555109923060132, EDN: CXLIBX

Известно, что 1,2-дегидропроизводные Δ4-3-
кетостероидов, применяемые в качестве актив-
ных фармацевтических ингредиентов (АФИ) ле-
карственных препаратов, например, кортико-
стероидов, проявляют больший терапевтический
эффект с меньшим побочным действием по сравне-
нию с 1,2-насыщенным предшественником. Так,
6α-метилпреднизолон (11β,17α,21-тригидрокси-
6α-метилпрегна-1,4-диен-3,20-дион, МПЛ) фар-
макологически более эффективен по сравнению
с 6α-метилгидрокортизоном (11β,17α,21-тригид-
рокси-6α-метилпрегн-4-ен-3,20-дион, МГК) [1],
который в качестве АФИ не применяется. МПЛ –
1,2-дегидропроизводное МГК – является АФИ
лекарственных средств для лечения воспалитель-
ных, аллергических, онкологических и других за-
болеваний. В медицинской практике широкое
применение получили эфиры МПЛ, такие как 21-
ацетат, 21-сукцината натриевая соль, а также аце-

понат – 17-пропионилокси-производное 21-ацетата
МПЛ [https://www.rlsnet.ru].

МПЛ получают преимущественно реакцией
микробиологического 1,2-дегидрирования МГК,
используя в качестве биокатализатора различные
бактерии, способные продуцировать 3-кетосте-
роид-∆1-дегидрогеназу (3-КСД) (К.Ф. 1.3.99.4).
Трансформацию проводят, как правило, покоя-
щимися клетками, используя в качестве среды
буферные растворы со значением рН в диапазоне
6.8–7.5 [2–4].

В последние годы большое значение приобрело
изучение микробиологического 1,2-дегидрирова-
ния 21-ацетокси-производных Δ4-3-кетостероидов
с диоксиацетоновой боковой цепью [5–8]. Извест-
но, что в процессе микробиологической трансфор-
мации возможно элиминирование сложноэфир-
ной защиты гидроксила при С21, которое может
происходить в результате действия эстераз в широ-
ком диапазоне значений рН [7, 9]. Однако также из-

УДК 577.175.539
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вестно, что в зависимости от условий проведения
процесса биотрансформация может протекать с со-
хранением сложноэфирной группировки. В связи
с этим большое значение приобретает изучение
микробиологического 1,2-дегидрирования эте-
рифицированных субстратов с целью сохранения
не только 21-ацетокси-группы [7, 8, 10, 11], но и
других сложноэфирных защитных групп. По-
скольку МПЛ применяется в медицинской практи-
ке в виде С21-эфиров, большой интерес уделяется
изучению 1,2-дегидрирования С21-эфиров МГК.
Известны, в частности, работы по синтезу 21-аце-
тата МПЛ из 21-ацетата МГК [3, 5, 6].

В химическом синтезе ацепоната МПЛ из
МПЛ или 21-ацетата МПЛ важным условием эте-
рификации третичной гидроксильной группы
при С17 является защита вторичного гидроксила
при С11 [12]. Наиболее предпочтительным для
этой цели служит образование 11-трифторацетил-
окси-защитной группы, которая легко удаляется
основным сольволизом в мягких условиях [12–
14]. 11-Трифторацетилокси-защита, как было по-
казано ранее [14], является наиболее приемлемой
и в химическом синтезе 6α-метил-производных,
в частности МГК из гидрокортизона (ГК) [15, 16].
Причем удаление защитных группировок, вклю-
чая 11-трифторацетильную, происходит на по-
следней стадии его синтеза. Становится очевид-
ным, что 11-трифторацетат МГК (11-ТФА МГК,
рис. 1, 1) можно рассматривать как потенциаль-
ный субстрат для дальнейшего 1,2-дегидрирова-
ния как с образованием 11-трифторацетата МПЛ
(11-ТФА МПЛ, 2), так и его гидролизованного
аналога МПЛ (3).

Ранее [16] была показана возможность микро-
биологического 1,2-дегидрирования производных
МГК со сложноэфирной группой при атоме С11 в
присутствии β-циклодекстрина (β-ЦД). Приме-
нение β-ЦД или его производных для увеличения
растворимости стероидных субстратов в водной
среде детально изучено и применяется в биотех-
нологических производствах [17, 18]. Известно,
что растворимость стероидов в водных растворах
в присутствии циклодекстринов (ЦД) может быть
увеличена в 2–1200 раз [9]. Следует отметить, что
растворимость α-ЦД в воде составляет 14.5%
(вес/об.), что значительно превышает таковую β-ЦД
(1.85%, вес/об.) [19]. Однако в отличие от β-ЦД в
качестве солюбилизирующего агента в процессах
микробиологического 1,2-дегидрирования стеро-
идов рядов андростана и прегнана α-ЦД приме-
няется намного реже. Описано применение α-ЦД
в микробиологическом синтезе преднизолона
(ПЛ) из ГК (содержание 2 г/л) культурой Arthro-
bacter simplex [20].

Цель настоящей работы – изучение 1,2-де-
гидрирования 11β-трифторацетилокси-
17α,21-дигидрокси-6α-метилпрегн-4-ен-3,20-
диона (11-ТФА МГК, 1) бактериями Arthrobacter
globiformis ВКПМ Ac-1528 (193) (син. Nocardi-
oides simplex ВКМ Ас-2033Д) [21, 22] при раз-
личных значениях рН, а также в присутствии в
среде α-ЦД.

МЕТОДИКА

Реактивы. В работе были использованы следу-
ющие реактивы: α-ЦД (≥98.0% (HPLC), CAS
№ 10016-20-3, “Sigma-Aldrich”, США), 21-ацетат

Рис. 1. Схема трансформации 11-ТФА МГК (I) клетками A. globiformis ВКПМ Ac-1528.
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кортизона (≥99.0%, CAS № 50-04-4, “Sigma-Al-
drich”, США), 6α-метилпреднизолон (≥98%, CAS
№ 83-43-2, “Sigma-Aldrich”, США); 6α-метил-
гидрокортизон (98.92%, CAS № 1625-39-4, “Syn-
Zeal Research Pvt”, Индия).

11-ТФА МГК (1) был получен из 21-ацетата
ГК, как описано в патенте [23]. 11-ТФА МПЛ (2)
был получен 1,2-дегидрированием 11-ТФА МГК
(1) клетками Nocardioides simplex VКМ Ас-1118 в
присутствии β-ЦД, как описано в патенте [16].
11β,17α,20β,21-Тетрагидрокси-6α-метилпрегна-
1,4-диен-3-он (20β-ОН-МПЛ, 5) был получен из-
вестным методом стереоспецифического восста-
новления 20-кетогруппы МПЛ до гидроксильной
группы действием NaBH4 [24].

Другие материалы и растворители квалифика-
ции “х. ч.” и “ч. д. а.” были приобретены у рос-
сийских поставщиков ООО “АО Реахим” и ООО
“Компонент-Реактив”.

Микроорганизм и условия культивирования. В
работе использовали актинобактерии A. globifor-
mis ВКПМ Ac-1528 из Всероссийской коллекции
промышленных микроорганизмов НИЦ “Курча-
товский институт” Национального Биоресурсно-
го Центра (Россия). Штамм поддерживали на
скошенной агаризованной кукурузно-глюкозной
среде следующего состава (г/л): глюкоза –10, ку-
курузный экстракт –10, вода водопроводная, рН
7.0–7.2. Выращивание проводили в течение 5 сут
при температуре 30°С.

Выращивание инокулята. Клетки, выросшие на
агаризованной среде, смывали стерильной ди-
стиллированной водой, суспензию клеток вноси-
ли по 1–2 мл в колбы Эрленмейера (750 мл) со
100 мл кукурузно-глюкозной среды того же со-
става (рН 7.0–7.2) и инкубировали на качалке
(200–220 об./мин) при температуре 29°С в тече-
ние16–20 ч.

Выращивание трансформирующей культуры.
Полученный инокулят использовали для выра-
щивания трансформирующей культуры. В колбы
Эрленмейера (750 мл), содержащие по 100 мл ку-
курузно-глюкозной среды того же состава
(рН 7.0–7.2), стерильно вносили по 1–2 мл полу-
ченной суспензии клеток и инкубировали на ка-
чалке (220 об./мин) при температуре 29°С в тече-
ние 16 ч. В качестве индуктора 3-КСД использо-
вали 21-ацетат кортизона, который добавляли в
виде раствора в этаноле (150 мг/л) за 5 ч до окон-
чания процесса роста клеток.

Клетки отделяли от среды центрифугировани-
ем при 5000 g в течение 15 мин, дважды промыва-
ли 0.01 М Na-фосфатным буфером (рН 7.2) и за-
тем ресуспендировали в том же буфере. При этом
концентрация клеток составляла 50 мг/мл (сухой
вес). Суспензию использовали в дальнейшей ра-
боте для проведения процесса 1,2-дегидрирова-
ния.

Трансформация 11-ТФА МГК (1). Трансфор-
мацию 11-ТФА МГК (1) проводили отмытыми
клетками в колбах Эрленмейера (250 мл), содер-
жащих по 25 мл 0.01 М Na-фосфатного буфера
(рН 6.5 или 7.5) в качестве реакционной среды на
качалке (200–220 об./мин) при температуре 29°С.
Концентрация клеток составляла 1 г/л (по сухой
биомассе). α-ЦД вносили в виде порошка в кон-
центрации 1.0 или 3.0 г/л до внесения субстрата.

Субстрат (1) вносили в виде раствора в метано-
ле (MeOH) в концентрации 80 мг/мл. Конечная
концентрация субстрата в среде составляла 0.5 г/л, а
концентрация MeOH не превышала 5%.

Мониторинг процесса трансформации прово-
дили, отбирая пробы из реакционной среды.
Пробы экстрагировали этилацетатом (ЭА) в соот-
ношении ЭА : проба – 4 : 1, об./об. Экстракт об-
рабатывали активированным углем и упаривали
досуха. В сухом остатке определяли состав и со-
держание продуктов трансформации, используя
методы ТСХ и ВЭЖХ. Хроматографический анализ
соединений 1–5 (рис. 1) проводили на пластинках
ПТСХ-АФ-В-УФ “Sorbfil UV-254” (Россия) в си-
стеме бензол : ацетон (3 : 1, об./об.). После про-
смотра в УФ-свете хроматограммы опрыскивали
1%-ным раствором ванилина в 10%-ном растворе
хлорной кислоты, проявляли при температуре
100–110°С. В качестве контрольных образцов ис-
пользовали соединения известной структуры, а
именно, 11-ТФА МГК (1), 11-ТФА МПЛ (2),
МПЛ (3), МГК (4) и 20β-ОН-МПЛ (5).

Для разделения смесей стероидов использова-
ли хроматографическую колонку с 50-кратным
количеством силикагеля “Merck” (0.040–0.063 мм,
Германия) по отношению к массе сухого остатка.
Продукты трансформации элюировали смесью
дихлорметана (ДХМ) и метилэтилкетона (МЭК) с
содержанием МЭК от 0 до 20%, растворитель упа-
ривали.

Спектры 1Н-ЯМР соединений снимали на
спектрометре “Bruker Avance 400” (США) с рабо-
чей частотой 400 МГц в растворе дейтерохлоро-
форма (CDCl3). В качестве внутреннего стандарта
использовали гексаметилдисилоксан.

11-ТФА МГК (1):
1H-ЯМР (400 МГц, CDCl3) δ: 5.75 (д, J = 1.5 Гц,

1H, 4-H), 5.67 (м, 1H, 11α-Н), 4.63 (дд, J = 20.0,
4.7 Гц, 1Н, 21-СН2), 4.25 (дд, J = 20.0, 4.3 Гц, 1Н,
21-СН2), 1.24 (с, 3Н, 19-СН3), 1.08 (д, J = 6.4 Гц,
3Н, 6α-СН3), 0.81 (с, 3Н, 18-СН3).

11-ТФА МПЛ (2):
1H-ЯМР (400 МГц, CDCl3) δ: 6.85 (д, J = 10.1 Гц,

1H, 1-Н), 6.29 (дд, J = 10.1, 1.5 Гц, 1Н, 2-Н), 6.03
(уш.с, 1H, 4-H), 5.70 (м, 1H, 11α-Н), 4.63 (дд, J =
= 20.1, 3.9 Гц, 1Н, 21-СН2), 4.24 (дд, J = 20.0, 3.8 Гц,
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1Н, 21-СН2), 1.25 (с, 3Н, 19-СН3), 1.13 (д, J = 6.3 Гц,
3Н, 6α-СН3), 0.81 (с, 3Н, 18-СН3).

МПЛ (3):
1H-ЯМР (400 МГц, CDCl3) δ: 7.24 (д, J = 10.1

Гц, 1H, 1-Н), 6.28 (дд, J = 10.1, 1.5 Гц, 1Н, 2-Н),
6.02 (уш.с., 1H, 4-H), 4.63 (дд, J = 19.1, 5.9 Гц, 1Н,
21-СН2), 4.49 (м, 1H, 11α-Н), 4.28 (дд, J = 19.1, 5.8 Гц,
1Н, 21-СН2), 1.44 (с, 3Н, 19-СН3), 1.12 (д, J = 6.3 Гц,
3Н, 6α-СН3), 0.96 (с, 3Н, 18-СН3).

МГК (4):
1H-ЯМР (400 МГц, CDCl3) δ: 5.71 (уш.с, 1H, 4-H),

4.64 (д, J = 19.8, Гц, 1Н, 21-СН2), 4.47 (м, 1H, 11α-Н),
4.29 (д, J = 19.8, 1Н, 21-СН2), 1.41 (с, 3Н, 19-СН3),
1.05 (д, J = 6.3 Гц, 3Н, 6α-СН3), 0.94 (с, 3Н, 18-СН3).

20β-ОН-МПЛ (5):
1H-ЯМР (400 МГц, CDCl3) δ: 7.27 (д, J = 10.1 Гц,

1H, 1-Н), 6.26 (дд, J = 10.1, 1.5 Гц, 1Н, 2-Н), 6.02
(уш.с., 1H, 4-H), 4.43 (м, 1H, 11α-Н), 3.84–3.75 (м,
3Н, 20α-H, 21-CH2), 1.45 (с, 3Н, 19-СН3), 1.11 (д,
J = 6.3 Гц, 3Н, 6α-СН3), 1.09 (с, 3Н, 18-СН3).

Использовали систему ВЭЖХ “Knauer Smart-
line” (Германия), снабженную инжектором, УФ-
детектором с переменной длиной волны, блоком
термостатирования колонки, компьютером, и ко-
лонку “Kromasil® 100-5C18” 4.6 × 250 мм, размер
частиц 5 мкм (“Eka Chemicals AB”, Швеция). По-
движная фаза: ацетонитрил–Н2О в соотношении
40 : 60 об./об. Скорость потока: 1 мл/мин. Детек-
тирование: УФ, длина волны 254 нм.

Времена удерживания: 11-ТФА МГК (1) –
18.3 мин, 11-ТФА МПЛ (2) – 17.2 мин, МПЛ (3) –
6.1 мин, МГК (4) – 6.7 мин, 20β-ОН-МПЛ (5) –
2.8 мин.

Изучение влияния рН трансформационной
среды без трансформирующей культуры как в
присутствии в среде α-ЦД, так и без α-ЦД (кон-
троль) проводили в колбах Эрленмейера (250 мл),
содержащих по 25 мл 0.01 М Na-фосфатного бу-
фера (рН 6.5 или 7.5). α-ЦД вносили в виде по-
рошка в концентрации 3.0 г/л. Субстрат (1) вно-
сили в виде метанольного раствора в конечной
концентрации 0.5 г/л. Реакционные смеси инку-
бировали на качалке (220 об./мин) в течение 4 сут
при температуре 29°С, после чего оценивали со-
держание стероидов. Для этого содержимое колб
экстрагировали ЭА, используя соотношение ЭА :
проба (4 : 1, об./об.). Растворитель упаривали до
прекращения погона, остаток растворяли в 1 мл
смеси ДХМ : MeOH (3 : 1, об./.об). Содержание
стероидных соединений оценивали методом ко-
личественной ТСХ с применением денситомет-
рического анализа в программе Sorbfil TLC View.

Все эксперименты проводили в 3 биологиче-
ских повторностях. Статистическая обработка
данных проводилась с использованием метода
дисперсионного анализа. При обнаружении до-

стоверного значения (р < 0.05) F-статистики, раз-
личия между индивидуальными средними были
оценены с использованием теста множественно-
го сравнения Тьюки (р ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что молекулярное инкапсулирова-
ние субстрата в полости ЦД существенно зависит
не только от структуры гостевой молекулы, но и
размера полости циклического олигомера глюко-
зы. Стероидные соединения могут образовывать
комплексы (1 : 1) с β-ЦД и γ-ЦД [25]. Описано об-
разование комплексов включения терпеноидов с
β-ЦД в эквимолярном соотношении гость-хозя-
ин (1 : 1) [26]. Однако было обнаружено, что в от-
личие, например, от прогестерона (ПГ) полному
погружению молекулы ГК, отличающейся от ПГ
наличием гидроксильных групп при атомах С11 и
С21, в полость β-ЦД, содержащего 7 глюкопира-
нозных звеньев, препятствовали полярные гид-
роксильные группы на его поверхности [25]. Тхи
и соавт. [27] показали, что возможно образование
комплекса включения МПЛ с γ-ЦД (8 звеньев
глюкопиранозы) и гидроксипропил γ-ЦД за счет
включения колец A и B в полость этих ЦД, так как
они обладают полостями большего размера. В ли-
тературных источниках имеется скудная инфор-
мация по применению α-ЦД, содержащего 6 глюко-
пиранозных звеньев, для интенсификации процес-
сов биотрансформации стероидных соединений, в
частности 1,2-дегидрирования кортикостерои-
дов. Описано образование комплекса включения
α-ЦД с β-ситостерином, при этом максимальная
эффективность инкапсулирования достигала 87%
при использовании α-ЦД и β-ситостерина в
мольном соотношении 2 : 1 [28]. В патенте [20]
описано получение преднизолона из ГК с высо-
ким выходом с использованием культуры Arthro-
bacter simplex (ATCC 6946) с концентрацией суб-
страта 2 г/л в присутствии α-ЦД при соотноше-
нии α-ЦД: ГК, равном 10 : 1 (вес/вес) или ~3.5 : 1
(моль/моль). При этом авторы отмечали, что в
присутствии α-ЦД имело место ингибирование
осаждения субстрата в водной среде, что приво-
дило к увеличению скорости реакции.

В настоящей работе было проведено изучение
микробиологического 1,2-дегидрирования 11-
ТФА МГК культурой A. globiformis ВКПМ Ac-1528
при концентрации субстрата 0.5 г/л и значениях
рН 6.5 и 7.5. Изучено влияние α-ЦД в мольном
соотношении к исходному субстрату 1 : 1 и 3 : 1
при рН 6.5.

Схема микробиологического превращения 11-
ТФА МГК (1) бактериями A. globiformis ВКПM
Ac-1528 представлена на рис. 1.
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САВИНОВА и др.

Динамика накопления продуктов микробио-
логического превращения 11-ТФА МГК (1) пред-
ставлена на рис. 2 и 3.

Биотрансформация 11-ТФА МГК (1) при рН 7.5
и мольном соотношении α-ЦД : субстрат (1) – 3 : 1.
При значении рН среды для трансформации 7.5
происходило накопление в среде МГК (4) – про-
дукта деэтерификации гидроксильной группы
при атоме С11, МПЛ (3) и продукта его последую-
щего 1,2-дегидрирования – МПЛ (3). Так, в ука-
занных условиях (при рН 7.5 в присутствии α-ЦД)
за 4 сут клетки бактерий превращали исходный суб-
страт (1) на ~74%, при этом накопление МПЛ (3)
составляло ~ 47%,  МГК (4) - 34%, а продукта восста-
новления 20-кетогруппы (5) - 11.5% (табл. 1, рис. 2).
Биотрансформации 11-ТФА МГК (1) с меньшим
количеством α-ЦД (1 : 1, моль/моль к субстрату) или
без добавления α-ЦД в трансформационную
среду также протекали через первичное образо-
вание МГК (4) с последующим его превра-
щением в МПЛ (3) и далее в 20β-ОН-МПЛ (5).
Аналогичная последовательность превращений бы-
ла отмечена ранее [31] при проведении микро-био-
логического 1.2-дегидрирования ГК клетками A. glo-
biformis с образованием ПЛ и его 20β-ОН- производ-
ного. Контрольный эксперимент (без применения
клеток в качестве биокатализатора) показал, что
при рН 7.5 происходил гидролиз трифторацетатной
группы субстрата (1) с образованием соединения
(4). В отсутствие α-ЦД в тех же условиях на-
блюдалось образование гораздо меньшего коли-
чества МГК (4), чем в присутствии α-ЦД (5 и 7.5%
соответственно). То есть при рН > 7 первичным
процессом является неэнзиматический гидролиз
трифторацетилоксигруппы при С11, который

Рис. 2. Динамика накопления продуктов трансфор-
мации 11-ТФА МГК бактериями A. globiformis ВКПМ
Ac-1528 при рН 7.5 в присутствии α-ЦД (11-ТФА
МГК: α-ЦД = 1 : 3): 1 – 11-ТФА МГК; 3 – МПЛ; 4 –
МГК; 5 – 20β-ОН-МПЛ.
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Рис. 3. Динамика накопления продуктов трансфор-
мации 11-ТФА МГК бактериями A. globiformis ВКПМ
Ac-1528 при рН 6.5: 1 – 11-ТФА МГК; 2 – 11-ТФА
МПЛ; 3 – МПЛ; 5 – 20β-ОН-МПЛ. а – без α-ЦД; б –
11-ТФА МГК: α-ЦД = 1 : 3; в – 11-ТФА МГК: α-ЦД =
1 : 1.
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ускоряется в присутствии α-ЦД.   Эти данные со-
гласуются с литературными данными, согласно
которым циклодекстрины способны ускорять
гидролиз сложных эфиров в щелочных средах
[29].

Следует отметить, что в результате гидролиза,
спровоцированного основным характером среды
и  ЦД, образуется МГК (4), который в нашем слу-
чае выступает в роли вторичного субстрата 1,2-де-
гидрирования. Кроме того, для этого соединения
показано ингибирование активности 3-КСД
[4, 30], что также является фактором, контроли-
рующим процесс трансформации в целом.

Биотрансформация 11-ТФА МГК (1) при рН 6.5
в присутствии и отсутствии α-ЦД. При значении
рН 6.5 1,2-дегидрирование субстрата (1) протека-
ло без образования продукта гидролиза 11β-три-
фторацетатной группы – МГК (4) – как при ис-
пользовании α-ЦД, так и без него. Контрольный
эксперимент без применения биокатализатора
при рН 6.5 в условиях биотрансформации по-
казал, что трифторацетатная защита 11β-гид-
роксильной группы как у 11-ТФА МГК, так и у
11-ТФА МПЛ, стабильна и продуктов их деэтери-
фикации обнаружено не было.

Максимальное накопление целевого 11-ТФА
МПЛ (2) – 81.77% – при степени превращения
исходного субстрата (1) 91.2% наблюдалось через
48 ч трансформации в присутствии α-ЦД (табл. 1,
рис. 3б), взятого в мольном соотношении α-ЦД:
субстрат 3 : 1, при этом содержание в среде побоч-
ного соединения (5) было незначительным –
2.65%.

В отсутствие α-ЦД максимальное накопление
соединения (2) и его 11β-гидрокси-аналога МПЛ
(3) также наблюдалось через 48 ч трансформации,
однако их содержание составляло всего 22% и
44% соответственно. При этом степень превра-
щения субстрата (1) через 48 ч была 77.8% (табл. 1,
рис. 3а). В то же время после 24 ч трансформации

имело место существенное увеличение скорости
образования нежелательного продукта восста-
новления 20-кетогруппы (5). Если на 24 ч его со-
держание составляло ~1%, то через 48 ч было бо-
лее 11%, а к концу трансформации (96 ч) – более
85% при степени превращения субстрата ~88%.
Таким образом, основным продуктом трансфор-
мации 11-ТФА МГК (1) в отсутствие α-ЦД был
20β-ОН-МПЛ (5). Следует отметить, что если
процесс конверсии субстрата (1) в присутствии
α-ЦД (3 : 1) завершался через 96 ч, то без α-ЦД био-
конверсия субстрата (1) прекращалась к 72 ч и далее
содержание исходного соединения (1) практически
не изменялось, однако происходила интенсивная
конверсия образованного МПЛ (3) в 20β-ОН-
МПЛ (5).

Уменьшение соотношения α-ЦД: субстрат (1)
до эквимолярного (весовое – 2 : 1) приводило к
снижению скорости трансформации. Так, если
конверсия исходного соединения (1) в присут-
ствии α-ЦД (3 : 1) на 24 ч трансформации состав-
ляла 76%, то при использовании эквимолярного
количества α-ЦД (1 : 1) – 59.1%, а без α-ЦД –
25% (рис. 3). Кроме того, было отмечено, что,
как и в эксперименте без α-ЦД, по мере образо-
вания 11-ТФА МПЛ (2) происходил гидролиз
сложноэфирной группы при С11 и последующая
конвертация МПЛ (3) в 20β-ОН-МПЛ (5). При
этом через 96 ч трансформации накопление про-
дукта (5) было значительным (более 76%) при сте-
пени превращения исходного субстрата (1) до
96%. На основании анализа и сопоставления по-
лученных результатов стало очевидным, что в
изученных условиях трансформации эквимоляр-
ное соотношение субстрат: α-ЦД недостаточно.

Следует отметить, что ни в одном из вариантов
биотрансформации не было обнаружено образо-
вания 11-трифторацетилированного аналога 20β-
ОН-МПЛ. Этот факт свидетельствует о том, что
восстановлению 20-кетогруппы подвергался только
гидролизованный МПЛ (3).

Таблица 1. Степень превращения ТФА МГК (1) и выходы продуктов трансформации (2–5) в разных условиях,
(% моль)

* – не обнаружено.

Соединение

рН 7.5 рН 6.5

α-ЦД : субстрат 3 : 1 без α-ЦД
α-ЦД : субстрат

1 : 1 3 : 1

48 ч 96 ч 48 ч 96 ч 48 ч 96 ч 48 ч 96 ч

1 52.94 73.64 77.78 87.88 79.44 95.75 91.2 98.69
2 * * 22.32 18.26 19.07 16.74 81.77 55.03
3 37.12 47.04 44.31 11.47 49.08 3.82 20.44 21.95
4 29.62 34.23 * * * * * *
5 4.92 11.41 11.16 85.58 15.34 76.08 2.65 9.29
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Известно, что комплексы циклодекстринов и
стероидных субстратов диссоциируют в водной
среде и в биоконверсионной среде находятся в
состоянии динамического равновесия со свобод-
ным стероидом и молекулами ЦД [19]. Учитывая,
что характер связывания субстрата (1), продукта
(2) и неэтерифицированных продуктов с α-ЦД
может быть различным, можно предположить,
что при недостатке α-ЦД возможна конкуренция
за образование комплекса между субстратом (1) и
продуктами с изменением равновесного состоя-
ния в неблагоприятном для продукта (2) направ-
лении. Кроме того, при недостаточном количе-
стве α-ЦД предположительно меняется характер
комплексообразования α-ЦД и стероида, что может
стать причиной переноса 11-трифторацетильной
группы из 11-ТФА МПЛ (2) на молекулу α-ЦД
при участии ферментов. Следует отметить, что
существенный гидролиз 11-трифторацетатной
группы продукта (2) с образованием МПЛ (3), кото-
рый наблюдался в среде с рН 6.5 в отсутствие α-ЦД,
а также при использовании эквимолярного соот-
ношения α-ЦД к субстрату (1), проходил практи-
чески с момента образования (2) (рис. 3а, 3в). Учи-
тывая, что 11-трифторацетатная группа обладает
стабильностью в кислых средах и наличие гидро-
лиза под действием среды исключено, что было
подтверждено в контрольном эксперименте, а так-
же исключено предполагаемое каталитическое
влияние на процесс деэтерификации α-ЦД, кото-
рый в среде с рН 6.5 отсутствует, то можно сделать
вывод о том, что имел место ферментативный
гидролиз трифторацетатной группы.

Известно, что липазы бактерий обладают спо-
собностью катализировать реакции гидролиза и
трансэтерификации [32]. Бактерии рода Arthro-
bacter (позднее название Nocardioides) являются
природными продуцентами липолитических фер-
ментов, способных также к гидролизу сложноэфир-
ных связей субстратов и трансэтерификации [33].
Можно предположить, что в условиях биотранс-
формации субстрата (1) имела место трансэтери-
фикация под действием фермента липазы, которая
осуществлялась в 2 этапа: 1 – ацильный перенос
трифторацетильной группы с молекулы донора –
11-ТФА МПЛ (2) или 11-ТФА МГК (1) – на липазу
культуры A. globiformis ВКПМ Ac-1528, которая яв-
ляется акцептором трифторацетил-иона, с проме-
жуточным образованием ацил-ферментного эфира;
2 – последующее расщепление трифторацетил-
ферментного соединения в результате атаки вто-
рого нуклеофила. Причем вторым нуклеофилом
могла быть молекула воды (гидролиз) или моле-
кула гидроксилсодержащего соединения (переа-
цилирование) [34], в качестве которого и может
выступать α-ЦД. Способность циклодектринов
участвовать в процессе переноса ацильного ради-
кала в качестве акцептора с образованием струк-
туры с ацилированной вторичной гидроксильной

группой ЦД известна. Так, ацильная миграция
была детектирована с помощью ЯМР в процессе
изучения катализируемого циклодекстрином деа-
цилирования спиронолактона и установлена зави-
симость ее скорости от структуры ЦД [35]. Было
также найдено, что β-ЦД катализирует деградацию
спиронолактона путем ковалентного катализа и
скорость деацилирования уменьшается с умень-
шением значения рН. Ранее также была показана
возможность удаления 11-трифторацетатной груп-
пы соединения (2) с помощью клеток бактерий
Agromyces mediolanus BKM Ac-1388 [16].

Образованный в результате переацилирования
трифторацетилокси-α-ЦД имеет, скорее всего,
более низкую способность к комплексообразова-
нию с 11-ТФА МПЛ (2), тем самым не препятствуя
процессу его деэтерификации с образованием
МПЛ (3) и последующему превращению соедине-
ния (3) в соединение (5) при применении в про-
цессе трансформации эквимолярного количества
α-ЦД.

Ингибирование активности 3-КСД трифто-
рацетатным ионом в настоящей работе не было
выявлено, возможно, из-за эффекта катализируе-
мой ферментом трансэтерификации с участием
α-ЦД в качестве акцептора трифторацетил-иона.

Значительное ускорение процесса 1,2-дегид-
рирования при рН 6.5 в присутствии α-ЦД (3 : 1)
может быть объяснено, во-первых, устранением
возможного ингибирования 3-КСД субстратом
(1) и отсутствующим соединением (4), а также от-
сутствием эффекта ингибирования продуктами (2)
и (3). Продукты 1,2-дегидрирования стероидных
субстратов, как известно, способны ингибировать
активность фермента [20]. Кроме того, можно пред-
положить, что снятие эффекта ингибирования про-
исходило за счет образования комплексов включе-
ния α-ЦД с субстратом (1) и продуктами (2) и (3)
избыточным количеством α-ЦД.

Способность циклодекстринов стабилизировать
структуры лабильных соединений, что предот-
вращает деградацию, гидролиз и другие модифи-
кации, была отмечена ранее [36]. Также известно
[35, 37], что способность ЦД ускорять гидролити-
ческую деструкцию соединения или, наоборот,
защищать от этого процесса, зависит от того, ло-
кализована ли лабильная часть молекулы в непо-
средственной близости от каталитически актив-
ной гидроксильной группы ЦД, или имеет место
проникновение лабильной части в глубь полости
ЦД [35]. Учитывая тот факт, что α-ЦД имеет зна-
чительно меньший внутренний диаметр полости по
сравнению с β-ЦД и тем более в сравнении с γ-ЦД,
можно предположить, что исходный субстрат (1)
и продукты его биотрансформации погружены не
полностью в полость этого циклического олиго-
мера глюкозы.
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Отсутствие в обоих случаях, как с использова-
нием α-ЦД, так и без него, в реакционной среде
при рН 6.5 продукта гидролиза исходного суб-
страта (1) МГК (4) может свидетельствовать также о
субстратной специфичности липолитического фер-
мента культуры A. globiformis VKPM Ac-1528 в этих
условиях. Известно, что липазы обладают чрез-
вычайно широкой субстратной специфичностью
и показывают высокий уровень энантио- и регио-
селективности при конверсии различных непри-
родных соединений [32].

На основании полученных результатов можно
сделать вывод о том, что в процессе 1,2-дегидри-
рования 11-ТФА МГК (1) при рН 6.5 α-ЦД, при-
сутствующий в мольном соотношении 3 : 1 к суб-
страту, защищает как структуру субстрата (1), так
и структуру продукта (2), от ферментативного
гидролиза 11-трифторацетатной группы.

Таким образом, впервые установлена возмож-
ность 1,2-дегидрирования 11-ТФА МГК бактери-
ями A. globiformis ВКПМ Ac-1528 c сохранением
сложноэфирной защиты при С11. Обязательными
условиями cохранения защиты является наличие
в среде α-ЦД в мольном соотношении 3 : 1 к суб-
страту и проведение процесса при рН < 7. При
этом оптимальная продолжительность процесса,
при которой достигается максимальный выход
11-ТФА МПЛ (2) до 82% с минимальным образо-
ванием побочного продукта (5), составляет 48 ч.
Кроме того, основным продуктом трансформа-
ции 11-ТФА МГК (1) в отсутствие α-ЦД является
20β-ОН-МПЛ (5). Добавление α-ЦД приводит к
изменению направленности трансформации.

Исследование проведено в рамках Госзадания
кафедры органической химии химического фа-
культета МГУ по теме: “Синтез и исследование фи-
зических, химических и биологических свойств ор-
ганических и элементоорганических соединений”
– Номер ЦИТИС – АААА-А21-121012290046-4.
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Transformation of 11-trif luoroacetate 6α-methylhydrocortisone (11-TFA MHC) by cells of actinobacteria
Arthrobacter (Nocardioides) was carried out in the presence of α-cyclodextrin (α-CD). The composition and
dynamics of the transformation products accumulation in the culture medium at various pH values and the
ratio of α-CD/substrate were studied. It was shown that the addition of α-CD to the transformation medium
at pH less than 7 promotes an increase in the rate of 1,2-dehydrogenation with the formation of 6 α-methyl-
prednisolone 11-trif luoroacetate (11-TFA MPL). At pH over 7, the primary process is the hydrolysis of the
11β-trif luoroacetyloxy group. In this case, the participation of α-CD in these processes as an acceptor of the
trif luoroacetyl ion is not excluded.

Keywords: 6α-methylhydrocortisone 11-trif luoroacetate, 6α-methylprednisolone 11-trif luoroacetate, 6α-
methylprednisolone, 1,2-dehydrogenation, Arthrobacter, Nocardioides, α-cyclodextrin
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ковского государственного университета имени
М.В. Ломоносова Лена Ивановна Воробьёва.

Воробьёва Лена Ивановна – заслуженный
профессор Московского государственного уни-
верситета имени М.В. Ломоносова, ученый с ми-
ровым именем, лауреат конкурса “Грант Москвы”
в области естественных наук, почетный работник
высшего профессионального образования, член
Международного комитета “Food Micro” и нацио-
нальный представитель Международного комитета
по пищевой микробиологии и гигиене, награждена
международной премией “За вклад в науку” (Цю-
рих, 2002).

Л.И. Воробьёва окончила биолого-почвенный
факультет МГУ, аспирантуру в Институте микро-
биологии АН СССР, защитив в 1958 г. кандидат-
скую диссертацию. С 1958 по 1963 гг. работала в
том же Институте в качестве научного сотрудни-
ка. В марте 1963 г. по предложению академика
В.Н. Шапошникова приглашена на должность
доцента на кафедру микробиологии, где работала
в течение 57 лет.

Успешно совмещая преподавательскую работу
с научной в 1973 г. защитила докторскую диссер-
тацию и получила звание профессора кафедры. В
течение 28 лет читала курс “Общая микробиология”
для студентов биологического факультета, спец-
курсы “Промышленная микробиология”, “Археи”.
Указанные курсы лекций прочитаны профессо-
ром Л.И. Воробьёвой на Кубе для преподавателей
Гаванского университета, в Словакии – студен-
там Политехнического Института Братиславы, а
также в Индии.

Под руководством профессора Л.И. Воробьё-
вой создана научная школа микробиологов-фи-
зиологов, главным объектом исследования кото-
рых стала уникальная группа микроорганизмов,
которую представляют пропионовокислые бакте-
рии – оригинальный объект фундаментальных
исследований, широко используемый в народ-
ном хозяйстве. Эту школу прошли более 70 ди-
пломников и 33 аспиранта, защитившие канди-
датские диссертации. Два ее сотрудника стали
докторами наук. Бывшие ученики профессора
Л.И. Воробьёвой работают как в России, так и в
Канаде, Египте, Иране, Вьетнаме, США и Индии.

Л.И. Воробьеёва – автор 8 книг, в том числе
4 учебных пособий и 4 монографий, 235 научных
статей, опубликованных в отечественных и зару-
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бежных журналах. Монография “Propionibacteria”
(290 c.) издана в Нидерландах.

Лена Ивановна Воробьёва – блестящий иссле-
дователь, прекрасный преподаватель, всегда поль-
зовалась большим уважением студентов, аспиран-
тов и коллег по работе. Коллег всегда удивляла ее
жизненная энергия, талант, который проявлялся
во многих других областях, будь то научные изыс-
кания, литература, художественное творчество,

дизайн. Ею написана и издана трилогия мемуаров,
достойная руки профессионального журналиста.
Она всегда останется в нашей памяти и будет при-
мером служения науке, образцом трудолюбия,
милосердия и мудрости.
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