
Бак те рии Corynebacterium glutamicum бо -
лее 50 лет ши ро ко ис поль зу ют в би о тех но ло ги чес -
кой про мыш лен нос ти для про из вод с т ва ами но кис -
лот — глу та ма та, ли зи на, ар ги ни на, ала ни на, изо -
лей ци на, ме ти о ни на, се ри на и ва ли на. В пос лед -
ние годы с по мощью этих бак те рий осу щес т в ля ют 
би о син тез но вых про дук тов — ,- ами но кис лот,
,- ди а ми нов, - ке то кис лот, изо бу та но ла, ка ро -
ти но и дов и тер пе нов [1].

Про мыш лен ное про из вод с т во ос но ва но на
мик роб ной фер мен та ции са ха ров с по мощью му -

тан т ных штам мов C. glutamicum. Для по лу че ния 
штам мов - п ро ду цен тов ис поль зу ют ся раз лич ные
се лек ци он ные и ге не ти чес кие под хо ды, вклю чая
му та ге нез и нап рав лен ное кон с т ру и ро ва ние штам -
мов с по мощью ме то дов ген ной и ме та бо ли чес кой 
ин же не рии.

Од ним из ши ро ко ис поль зу е мых под хо дов,
при ме ня е мых при кон с т ру и ро ва нии штам мов - п ро -
ду цен тов, яв ля ет ся из ме не ние эк с прес сии не ко то -
рых зна чи мых ге нов пу тем за ме ны их про мо то ров 
на бо лее силь ные. К нас то я ще му вре ме ни опи са но 
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На ос но ве реп ли ка тив но го век то ра pNS2 и ре пор тер но го гена cat из тран с по зо на Tn9,
ко ди ру ю ще го хло рам фе ни кол а це тил т ран с фе ра зу, скон с т ру и ро ван век тор pNS-cat72
для кло ни ро ва ния про мо то ров раз ных ге нов и оцен ки их силы по ус той чи вос ти к хло -
рам фе ни ко лу в клет ках штам мов Corynebacterium glutamicum. С по мощью это го век -
то ра изу че на сила про мо то ров раз лич ных ге нов у штам ма Corynebacterium
glutamicum GEN1-2 (lysCA279T, S317A), со дер жа ще го ас пар то ки на зу, ус той чи вую к рет ро -
ин ги би ро ва нию ли зи ном и тре о ни ном. Об на ру же но, что про мо то ры ге нов eftu, sod,
cspB и leuC обес пе чи ва ют бо лее вы со кий уро вень ус той чи вос ти к хло рам фе ни ко лу,
чем про мо то ры ге нов lysC, pyc, tkt, fbp, вов ле чен ных в кон т роль би о син те за ли зи на.
По ка за но, что за ме на соб с т вен но го про мо то ра гена ddh на про мо тор sod уве ли чи ва ет
уро вень тран с к рип ции поч ти в 10 раз, при этом ак тив ность фер мен та ди а ми но пи ме -
лат де гид ро ге на зы уси ли ва ет ся в 3—4 раза, что при во дит к уве ли че нию про дук ции ли -
зи на клет ка ми на 9%. Оха рак те ри зо ван ный на бор про мо то ров раз ной силы яв ля ет ся
не об хо ди мым ин с тру мен том для оп ти ми за ции ра бо ты ге нов при кон с т ру и ро ва нии
штам мов - п ро ду цен тов кле точ ных ме та бо ли тов.

Клю че вые сло ва: ак тив ность фер мен та, про мо то ры, син тез ли зи на, эк с прес сия гена, Corynebacterium
glutamicum.

                                 
Та ру ти на Ма ри на Ген на дь ев на, Ра ев ская На та лья Ми хай лов на, Шу с ти ко ва Та ть я на Ев ге нь ев на, Ряб чен ко Люд ми ла Ев ге нь ев -
на, Янен ко Алек сандр Сте па но вич.

Спи сок со кра ще ний: ДАПД — диа ми но пи ме латде гид ро ге на за; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; ОП — оп ти че ская плот ность;
ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; сре да LB — сре да Лу риа-Бер та ни; т.п.н. — ты сяч пар нук ле о ти дов; NADPH — ни ко ти -
на ми да де нин ди нук ле о тидфос фат вос ста нов лен ный.

* Ав торы для пе ре пи с ки.



бо лее 50 про мо то ров C. glutamicum, но толь ко про -
мо то ры ге нов tuf (eftu), sod и cspB были оха рак те -
ри зо ва ны как силь ные и ис поль зо ва лись для по вы -
ше ния уров ня эк с прес сии зна чи мых ге нов [2—5].
В то же вре мя сле ду ет от ме тить, что для соз да ния
вы со коп ро дук тив ных штам мов тре бу ет ся не прос -
то уве ли че ние ак тив нос ти оп ре де лен ных ге нов, а
обес пе че ние ко ор ди ни ро ван но го уров ня ак тив нос -
ти раз ных фер мен тов. Ре ше ние этой за да чи мо жет 
быть дос тиг ну то пу тем ис поль зо ва ния про мо то -
ров раз ной силы.

Целью дан ной ра бо ты была эк с пе ри мен -
таль ная про вер ка силы нес коль ких про мо то ров C. 
glutamicum (по ус той чи вос ти кле ток к хло рам фе -

ни ко лу) для их даль ней ше го ис поль зо ва ния, нап рав -
лен но го на по вы ше ние про дук ции ли зи на. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бак те ри аль ные штам мы и ус ло вия куль -
ти ви ро ва ния. Бак те ри аль ные штам мы и плаз ми -
ды при ве де ны в табл. 1. Штам мы C.glutamicum
GEN1-2, GEN2-1, GEN4-28 — про из вод ные штам -
ма C. glutamicum АТCC13032 — были по лу че ны
пу тем за ме ще ния на тив но го ал ле ля ге нов lysC,
hom и leuC на му тан т ные ал ле ли lysCA279TS317A,
homV59A и leuCG456O с по мощью го мо ло гич ной ре -
ком би на ции [6].
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Та б ли  ца  1

Штам мы и плаз ми ды, ис по ль зо ван ные в ра бо те

Штам мы, плаз ми ды Ха рак те ри сти ка Ис точ ник по лу че ния

C. glutamicum АТCC13032 Ди кий тип ВКПМ*
(Гос НИ И ге не ти ка)

Brevibacterium flavum АТСС14067 Ди кий тип ВКПМ

B. lactofermentum AТСС13869 Ди кий тип DSM, Гер ма ния

B. lactofermentum В-10945 Про ду цент ли зи на ВКПМ

E. coli XLI Blue supE44hsdR17recA1endA1 gyrA96 thi relA1 
lac–F’[proAB+lacIglacZM15Tn10]

ВКПМ

С. glutamicum GEN1-2 C. glutamicum АТCC13032 (lysCA279TS317A) Дан ная ра бо та

С. glutamicum GEN2-1 C. glutamicum АТCC13032 
(lysCA279TS317A, homV59A)

То же

С. glutamicum GEN4-28 C. glutamicum АТCC13032 
(lysCA279TS317A, homV59A, leuCG456D)

–”–

Bacillus subtilis 168 Ди кий тип ВКПМ

pNS2 8,05 т.п.н. ApR KmR 
E.coli-C.glutamicum век тор

Ро с то ва и др., 1993 [7]

pACYC184 4,2 т.п.н. CmR TcR Gen Bank/EMBL Ac ces -
si on Num ber: X06403

pNS-cat72 8,87 т.п.н. ApR KmR, по лу чен из pNS2, 
cat из pACYC184

Дан ная ра бо та

pIKA-sac13 pUC19 + KmR из pUC4K+ sacB 
из B. subtilis 168

То же

pIKA-sod-ddh pIKA-sac13 + (psod-ddh) –”–

pIKA-leu-ddh pIKA-sac13 + (pleu-ddh) –”–

pIKA-2хddh pIKA-sac13 +2хddh –”–

*ВКПМ — Все рос сий ская кол лек ция про мыш лен ных мик ро ор га низ мов.



Для оцен ки силы про мо то ров была скон с т -
ру и ро ва на плаз ми да pNS-cat72, ко то рая кро ме
стан дар т ных струк тур ных эле мен тов со дер жа ла
ре пор тер ный ген cat ус той чи вос ти к хло рам фе ни -
ко лу без про мо тор ной об лас ти и старт-ко до на
(рис. 1).

Плаз ми да pNS-cat72 яв ля ет ся про из вод ной
реп ли ка тив но го век то ра pNS2 [7], со дер жа щей в
ка чес т ве ре пор тер но го ген cat из тран с по зо на Tn9, 
кло ни ро ван но го в виде BamHI—SacI-фрагмента.
По лу чен ный век тор pNS-cat72 раз ме ром 8,87
т.п.н. со дер жит уни каль ные сай ты SalI и BamHI пе -
ред ре пор тер ным ге ном cat, ко то рые мо гут быть
ис поль зо ва ны для кло ни ро ва ния пос ле до ва тель -
нос тей раз лич ных про мо то ров из ге но ма C. glu -
tamicum.

Про из вод ные плаз ми ды pNS-cat72 с раз ны -
ми про мо то ра ми были по лу че ны пу тем кло ни ро ва -
ния BamHI—SalI ПЦР-фраг мен тов, по лу чен ных с 
ис поль зо ва ни ем прай ме ров и мат ри цы, пред с тав -
лен ных в табл. 1 и 2. 

18 Биотехнология, 2015, № 6

 ТА РУ ТИ НА и др.

Рис.1. Кар та плаз ми ды pNS-cat72 для оцен ки силы
про мо то ров. Пе ред струк тур ной час тью гена cat от сут с т ву ют 
стар то вый ко дон и про мо тор ная об ласть. Ap и Km — гены ус -
той чи вос ти к ам пи цил ли ну и ка на ми ци ну, cat — ген ус той чи -
вос ти к хло рам фе ни ко лу

Та б ли  ца  2

Сайт-спе ци фи че ские прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те

На зва ние
прай ме ра Ген По сле до ва те ль ность прай ме ра

1 2 3

catforw cat GGGGATCCGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCG  
catrev cat GCGAGCTCCGGTAAACCAGCAATAGACATAAGCGGC  
pcspBforw cspB CGGTCGACGATATCCTGTGAATTAGCTGATTTAGT

pcspBrev cspB CCGGATCCACCGGTCATAGAGGCGAAGGCTCCTTG
Km20seqforw Km CTACCTTCTTCACGAGGCAGACCTC

catseqrev cat GCATGTTCTTTACGATGCCATTGGG
sodforw sod GGGTCGACGATATCTAGCTGCCAATTATTCCGGG
sodrev sod GCGGATCCACCGGTCATGGGTAAAAAATCCTTTCGTAGG

eftuforw eftu GGGTCGACGATATCTGGCCGTTACCCTGCGAATG
efturev eftu CGGGATCCACCGGTCATTGTATGTCCTCCTGGACTTC

plysCforw lysC GGGTCGACGATATCATTGTTAATGCCGATGCTAGG
plysCrev lysC CGGGATCCACCGGTCACCTTTGTGCACCTTTCGATC
prpycforw pyc GTGTCGACСATATCGTTAAACTTGGCCAAATGTG

prpycrev pyc TCGGATCCACCGGTCACTAGAGTAATTATTCCTTTCAAC

prtktforw tkt GGGTCGACGATATCGACGCTTGATTGGCGGACGG

prtktrev tkt TCGGATCCACCGGTCAATCCTTCCTGGGTTAAACCGGG



Штам мы E.coli рас ти ли на сре де LB (Difco)
при 37°. При не об хо ди мос ти в сре ду до бав ля ли ан -
ти би о ти ки: ка на ми цин (ОАО «Син тез», Рос сия)
— до кон цен т ра ции 50 мкг/мл, ам пи цил лин (ОАО

«Син тез») — 100 мкг/мл и хло рам фе ни кол (ОАО
«Син тез») — 25 мкг/мл. Штам мы C. glutamicum

вы ра щи ва ли на сре де 2LB с 1% маль то зы при
30°. Для тран с фор ма ции C. glutamicum ис поль зо -
ва ли сре ду BHIS сле ду ю ще го сос та ва: сер деч но-
 моз го вой нас той (brain heart infusion, BHI, Difco)
— 37 г/л, сор бит — 95 г/л с до бав ле ни ем 15 г/л бак -

то а га ра для по лу че ния твер дой сре ды. Се лек цию
тран с фор ман тов осу щес т в ля ли до бав ле ни ем ка на -
ми ци на до кон цен т ра ции 17 мкг/мл.

Оцен ку силы про мо то ров в клет ках
С.glutamicum GEN1-2 про во ди ли по уров ню ус -
той чи вос ти к воз рас та ю щим кон цен т ра ци ям хло -
рам фе ни ко ла. С этой целью ноч ные куль ту ры
штам мов, со дер жа щих плаз ми ду с ге ном ус той чи -
вос ти к хло рам фе ни ко лу под кон т ро лем раз ных
про мо то ров, в раз лич ных раз ве де ни ях на но си ли
реп ли ка то ром на чаш ки с раз лич ны ми кон цен т ра -
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1 2 3

prfbpforw fbp GGGTCGACGATATCTCAGCCACCCGCCTAGTATG

prfbprev fbp GCGGATCCACCGGTCATCTGAAGGGCCTCCTGGG
pr1315forw leuC CCGTCGACCATATCGTCCCATACCTTGAATTTAGC

pr1315rev leuC CCGGATCCACCGGTCATGGAACTCACCGTCCTTTA
pr0284forw Cgl0284 GCGTCGACCATATCGATCCACAAAGGTGCAGCTAAG

pr0284rev Cgl0284 CGGGATCCACCGGTCATTCTCCTTTGTGCTTTAGATC
pr2628forw Cgl2628 GGGTCGACGATATCTGTAGGCGTTGGACACTGTG
pr2628rev Cgl2628 TCGGATCCACCGGTCATACCTGCCATTATATGCTTATTG

Р5 ddh CGATTAGAGCTCTGAACGGCAACGGATCAAAA
P6 ddh TTTCTAGAATTATTTTCTAGATTCCTCTTGGTCCAGCGAAG

P7 ddh TTTCTAGAATTATTTTCTAGATGAACGGCAACGGATCAAAAA
P8 ddh GTCACTGTCGACTTCCTCTTGGTCCAGCGAAG
F-up-ddh ddh GTCGACTGTTCTTGTAATCCTCCAAAATTGTGGTGG

R-up-ddh ddh TCTAGATCGCTCAAGGCTGCTGCTGACCTGGTCA
Fddh-2787716 ddh AGGACGGTGAGTTCCATGACCAACATCCGCGTAGCTATC

Fddh ddh AATCCAGATTTTTGTCACGCCTGTCT
Rddh ddh ACCGCGCATCATTCCAATGCTGATCC
R-sod-ddh sod-ddh CGCGGATGTTGGTCATGGGTAAAAAATCCTTTCGTAGG

R-leuC-pr leuC-ddh CGCGGATGTTGGTCATGGAACTCACCGTCCTTTA
RleuC-456 leuC CCAGGTGGGTGCGGTCTCCTGGTCCTTGGCGTCCT 

FleuC-456 leuC CAACCGAAACTTCGAAGGACGCCAAGGACCAGGAGACCGCACCCACC
FleuC-1381281 leuC TTTGGATCCTGCCAACCGACGAAGGCGCAACCTTT

FleuC-1381301 leuC TTTGGATCCACCTTTGACAAGGTCGTAGAAATCGAT
RleuC-1382350 leuC TTTGGATCCACGTCGCCTGCGGTGACGATCTGCTT
RleuC-1382324 leuC TTTGGATCCTTCCAGGTTCACGGTCAGTTCGAG

F leu-mut leuC CCGAAACTTCGAAGGACGCCAAGGACCAGGAGA

При ме ча ние: кур си вом в пос ле до ва тель нос тях вы де ле ны сай ты рес т рик ции.

Окон  ча  ние табл.  2



ци я ми хло рам фе ни ко ла (2 мкг/мл, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 20 и 25 мкг/мл). В ка чес т ве кон т ро ля ис поль зо -
ва ли куль ту ру штам ма С. glutamicum GEN1-2
(pNS-cat72), ко то рый со дер жал плаз ми ду с ре пор -
тер ным ге ном cat без про мо то ра. Рост куль тур оце -
ни ва ли пос ле ин ку ба ции ча шек в те че ние 2 сут
при 30°.

Ген но -ин же нер ные ме то ды. Вы де ле ние
плаз мид и тран с фор ма цию E. coli про во ди ли по
стан дар т ным ме то ди кам [8]. Рес т рик цию и ли ги -
ро ва ние ДНК осу щес т в ля ли в ус ло ви ях, ре ко мен -
до ван ных из го то ви те лем (Thermo Scientific). Ам п -
ли фи ка цию про во ди ли с ис поль зо ва ни ем Master -
cycler Gradient (Eppendorf) при сле ду ю щих ус ло -
ви ях: 94° — 30 с; 53° — 30 с; 68° — 1—2 мин; чис -
ло цик лов 25. Ам п ли фи ци ро ва ли с по мощью сме -
си по ли ме раз Pfu (#EP0502) и Taq (#EP0404)
(Fermentas, Лит ва), взя тых в со от но ше нии 1:9.
Хро мо сом ную ДНК из штам мов C. glutamicum вы -
де ля ли сог лас но ме то ду [9].

При го тов ле ние ком пе тен т ной куль ту ры C. glu -
tamicum и элек т ро по ра цию про во ди ли в со от вет с т -
вии с ме то дом Van der Rest, et al. [10]. Ус ло вия
элек т ро по ра ции были сле ду ю щие: 2500 В, 25 мкФ, 
200 Ом. Дли тель ность элек т ро им пуль са сос тав ля -
ла 4,5—5,5 мс в за ви си мос ти от свойств кле ток и
чис то ты ДНК. Час то та тран с фор ма ции кле ток C.
glutamicum АТСС13032 сос тав ля ла 1104 тран с -
фор ман тов/мкг ДНК плаз ми ды pNS2 и 110–2  тран -
с фор ман тов/мкг ДНК плаз мид на ос но ве век то ра
pIKA-sac13.

Из ме ре ние уров ня эк с прес сии гена ddh
ме то дом ПЦР в ре аль ном вре ме ни. Для вы де -
ле ния то таль ной бак те ри аль ной РНК клет ки из
50 мл вы рос шей куль ту ры C. glutamicum с оп ти -
чес кой плот нос тью ОП600=15—25 осаж да ли
при 4000 об/мин на цен т ри фу ге Eppendorf 5810R
в те че ние 10 мин при 4°. Су пер на тант от б ра сы ва -
ли, а 100 мкл осад ка ре сус пен ди ро ва ли в 0,8 мл
ре а ген та TRIzol (Invitrogen, США) с до бав ле ни -
ем 0,1 г стек лян ных ша ри ков раз ме ром 0,1 мм, и
смесь го мо ген зи ро ва ли на вы со кос ко рос т ном
вор тек се (Heidolph, Гер ма ния) в те че ние 5 мин.
Даль ней шее вы де ле ние про во ди ли сог лас но
про то ко лу про из во ди те ля ре а ген та TRIzol.
Пос ле вы де ле ния РНК для уда ле ния ДНК об -
раз цы об ра ба ты ва ли ДНКа зой I (Thermo Scien -
tific) в те че ние 30 мин.

Об рат ную тран с к рип цию про во ди ли с по -
мощью на бо ра ре ак ти вов «MMLV RT kit» («Ев ро -
ген», Рос сия) сог лас но при ла га е мой ин с трук ции с 
ис поль зо ва ни ем слу чай но го де ка нук ле о тид но го
прай ме ра. По лу чен ная кДНК мо жет хра нить ся
1 мес при –20°.

ПЦР осущ ес т в ля ли на при бо ре ABI 7500
PCR System Fast (Applied Biosystems, США) с по -
мощью на бо ра ре а ген тов «HS Taq-ДНК- поли ме -
раза» («Ев ро ген»). Ус ло вия ам п ли фи ка ции фраг -
мен та кДНК были сле ду ю щие: 95°, 2 мин — пер -
вый цикл; 94°,10 с и 60°, 60 с — 40 цик лов. ПЦР
про во ди ли с по мощью сле ду ю щих прай ме ров и
зон дов:

— ген эн до ген но го кон т ро ля 16S:
16S-FJ, CAGCAGTGGGGAATATTG,
16S-RJ, GTGCTTCTTCTCCAGGTA,
16S-FAM, FAM- CGTCACCATAAGGC TT C -

G TCC -BHQ-1;
— ген ddh:
Ddh-FJ, CGTGGAATACATCCTCAA,
Ddh-RJ, CAGGTATGGAGCAACTTC,
Ddh-FAM, FAM- TCACCGCTTCCTCACA -

G A TCG -BHQ-1.
Ана лиз уров ня эк с прес сии осуществляли

сред с т ва ми прог рам м но го обес пе че ния SDS 1.4
по ме то ду ddCt.

Оп ре де ле ние ак тив нос ти ди а ми но пи ме -
лат де гид ро ге на зы (ДАПД) про во ди ли на бес к ле -
точ ных эк с трак тах в со от вет с т вии с ме то ди кой
[11]. Удель ную ак тив ность ДАПД вы ра жа ли в
нмоль NADPH, об ра зу ю ще го ся за 1 мин под дей с т -
ви ем 1 мг фер мен т но го пре па ра та.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кон ст ру и ро ва ние про из вод ных плаз ми ды
pNS-cat72, со дер жа щих раз лич ные 
про мо то ры C. glu ta mi cum

Для срав ни тель ной оцен ки силы про мо то -
ров были скон с т ру и ро ва ны про из вод ные плаз ми -
ды pNS-cat72, со дер жа щие ре пор тер ный ген cat
под кон т ро лем раз лич ных про мо то ров. Все го для
этой цели было ис поль зо ва но 10 про мо то ров,
вклю чая про мо то ры ге нов eftu (фак тор элон га ции
TU), sod (су пе рок сид дис му та за), lysC (ас пар тат ки -
на за), pyc (пи ру ват кар бок си ла за), tkt (тран с ке то ла -
за), fbp (фрук то зо-1,6-бифосфатаза), leuC Cgl1315
(боль шая субъ е ди ни ца 3-изопропилма латде гидра -
тазы), Cgl0284 (АМ Р -с вя зы ва ю щий бе лок, от но ся -
щий ся к ацил - Co A- син те та зам (AMP-forming)/ 
AMP- acid ligases II"), Cgl2628 (пе рип лаз ма ти чес -
кий ком по нент, тран с пор тер AB C -ти па) и cspB
(PS2 бе лок S-слоя кле точ ной стен ки) (табл. 3). В
ка чес т ве ис точ ни ка про мо то ров были ис поль зо ва -
ны при род ные штам мы C. glutamicum АТСС13032 
(про мо то ры ге нов tkt, Cgl0284, fbp, Cgl2628, pyc, lysC,
sod, Cgl1315-leuC, eftu), B. flavum АТСС14067
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(про мо тор гена cspB) и про ду цент ли зи на B. lac -
tofermentum ВКПМ B-10945 (про мо то ры ге нов
cspB и lysC).

Струк ту ра фраг мен тов, со дер жа щих раз ные 
про мо то ры, во всех слу ча ях была иден тич на (рис. 2).
Для их по лу че ния ис поль зо ва ли прай ме ры, ком п -
ле мен тар ные 5- и 3-кон цам про мо тор ных об лас -
тей, при этом в сос тав прай ме ров с 5-кон ца вклю -
ча ли сай ты SalGI и EcoRV, а с 3-кон ца — сай ты
AgeI и BamHI. Про мо тор ные об лас ти со дер жа ли
стар то вый ко дон, ха рак тер ный для каж до го из про -
мо то ров, ко то рый на хо дил ся пе ред AgeI-сайтом и
сов па дал с рам кой счи ты ва ния cat гена из век то ра

pNS-cat72. Ис к лю че ние сос тав лял про мо тор гена
eftu, в ко то ром соб с т вен ный стар т - ко дон GTG был 
за ме нен на ATG. В ре зуль та те та ко го кон с т ру и ро -
ва ния бе лок Cat до пол ни тель но со дер жал на
N-конце че ты ре ами но кис ло ты —ThrGlyGlySer,
ко ди ру е мые пос ле до ва тель нос тя ми AgeI- и BamHI-
сай тов (см.рис. 2).

Все го было скон с т ру и ро ва но 13 плаз мид, со -
дер жа щих раз ные про мо то ры из 3 штам мов (см.
табл.3). До пол ни тель ное сек ве ни ро ва ние с прай -
ме ров Km20seqforw и catseqrev (см.табл. 2) под т -
вер ди ло струк ту ру всех скон с т ру и ро ван ных плаз -
мид за ис к лю че ни ем плаз ми ды, со дер жа щей про -
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Рис. 2. Струк ту ра фраг мен та ДНК, со дер жа ще го про мо тор ную об ласть в сос та ве плаз ми ды pNS-cat72: SalGI, RV, AgeI и
BamHI — сай ты рес т рик ции со от вет с т ву ю щих эн до нук ле аз; cтар т - ко дон обоз на чен*

Та б ли  ца  3

Оцен ка силы про мо то ров C. glu ta mi cum в клет ках штам ма GEN1-2 (lysCA279TS317A)

Плаз ми да Про мо тор Сила про мо то ра Ис точ ник про мо то ра 

pNS-cat72 – – Про мо тор от сут с т ву ет

ptktcat1 tkt ± Из штам ма ATCC13032

p0284cat6 Сgl0284 ± Из штам ма ATCC13032

pfbpcat1 fbp ± Из штам ма ATCC13032

p2628cat1 Сgl2628 + Из штам ма ATCC13032

plysCcat57 lysC + Из штам ма B-10945

pcsp1cat cspB + Из штам ма ATCC14067

ppyccat3 pyc ++ Из штам ма ATCC13032

pcsp44cat cspB ++ Из штам ма B-10945

plysCcat3 lysC +++ Из штам ма ATCC13032

psodcat5 sod ++++ Из штам ма ATCC13032

p1315cat72 Сgl1315(leuC) +++++ Из штам ма ATCC13032

рcsp*40cat cspB ++++++ Из штам ма B-10945

peftucat5 eftu ++++++ Из штам ма ATCC13032

При ме ча ние: сила про мо то ров име ет сле ду ю щее со от вет ст вие с устой чи во стью кле ток к хло рам фе ни ко лу: ±  —  устой чи вость
к ан ти би о ти ку в кон цен т ра ции до 2 мкг/мл;  +  — до 4 мкг/мл; ++  —  до 8 мкг/мл; +++  —  до 10 мкг/мл; ++++  —  до 12 мкг/мл;
+++++  — до 14 мкг/мл; ++++++  —  до 20 мкг/мл.



мо тор ную об ласть гена cspB из Brevibacterium
В-10945. На ря ду с плаз ми дой pcsp44cat, име ю щей 
ожи да е мую струк ту ру, был об на ру жен ва ри ант
этой плаз ми ды, ко то рый со дер жал за ме ну трип ле -
та GGT на AGT, что при во ди ло к инак ти ва ции сай -
та AgeI. Эта за ме на ло ка ли зо ва лась вне про мо тор -
ной об лас ти сра зу за стар т - ко до ном. Плаз ми да с
та кой за ме ной была обоз на че на pcsp*40cat.

Оцен ка силы про мо то ров в клет ках 
штам ма С. glu ta mi cum GEN1-2 по уров ню
устой чи во сти к воз ра с та ю щим 
кон цен т ра ци ям хло рам фе ни ко ла

Штам мом срав не ния при оцен ке силы про -
мо то ров слу жил С. glutamicum GEN1-2, ас пар то -
ки на за ко то ро го не чув с т ви тель на к рет ро ин ги би -
ро ва нию ли зи ном и тре о ни ном. В этот штамм
(GEN1-2 (lysCA279TS317A)) были вве де ны плаз ми ды, 
со дер жа щие ген саt под кон т ро лем раз лич ных про -
мо то ров. Кло ны, по лу чив шие плаз ми ды, под дер -
жи ва ли на обо га щен ной сре де LB с ка на ми ци ном
(17 мкг/мл). Оцен ку силы про мо то ров у штам мов

С. glutamicum GEN1-2, со дер жа щих раз лич ные
плаз ми ды, про во ди ли по уров ню ус той чи вос ти к
воз рас та ю щим кон цен т ра ци ям хло рам фе ни ко ла,
как опи са но в раз де ле «Ус ло вия эк с пе ри мен та».
Ре зуль та ты эк с пе ри мен тов пред с тав ле ны на рис. 3.

По уров ню ус той чи вос ти к хло рам фе ни ко -
лу тес ти ру е мые про мо то ры мож но рас по ло жить в
сле ду ю щем по ряд ке (от сла бо го к силь но му): tkt
— Cgl0284 — fbp — Cgl2628 — lysC(B10945) —
cspB(ATCC14067) — pyc — cspB(B-10945) —
lysC(ATCC13032) — sod — leuC(Cgl1315) —
cspB*(B-10945) — eftu(tuf) (см. табл. 3). На и бо лее 
вы со кий уро вень ус той чи вос ти (до 20 мкг/мл)
обес пе чи вал про мо тор гена eftu.

В груп пу силь ных про мо то ров (уро вень ус -
той чи вос ти 12—14 мкг/мл) были от не се ны про мо -
то ры ге нов sod и leuC. Наши ре зуль та ты от но си -
тель но силы про мо то ров tuf (eftu) и sod сов па да ют 
с по лу чен ны ми ра нее [3], что сви де тель с т ву ет об
адек ват нос ти ис поль зу е мой нами сис те мы. 

Вы со кий уро вень ус той чи вос ти (до 20 мкг/мл) 
так же обес пе чи ва ла плаз ми да pcsp*40cat, ко то рая
в сос та ве кло ни ро ван но го фраг мен та со дер жа ла точ -
ко вую за ме ну вне про мо тор ной об лас ти, в на ча ле
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Рис. 3. Оцен ка силы про мо то ров у штам ма C. glutamicum GEN1-2 (lysCA279TS317A), в ко то рый были вве де ны раз лич ные
плаз ми ды (над пи си в вер х ней час ти ри сун ка), по ус той чи вос ти к раз лич ным кон цен т ра ци ям хло рам фе ни ко ла (над пи си сле ва).
Про мо тор из штам ма pcsp40cat обоз на чен как prcspB*. Эк с пе ри мент про во ди ли в трех пов тор нос тях



гена cat. Из вес т но, что уро вень эк с прес сии ге нов
оп ре де ля ет ся не толь ко си лой про мо то ра, но и струк -
ту рой ок ру жа ю щих его пос ле до ва тель нос тей [11].

Срав ни тель ный ана лиз силы про мо то ров так -
же про де мон с т ри ро вал, что про мо то ры ге нов lysC,
fbp и pyc, вов ле чен ных в кон т роль би о син те за ли зи -
на, яв ля ют ся сла бы ми (уро вень ус той чи вос ти к
хло рам ф ни ко лу 2—4 мкг/мл) и мо гут служить ми -
ше ня ми для ин тен си фи ка ции ра бо ты ге нов при кон -
с т ру и ро ва нии штам мов - п ро ду цен тов ли зи на.

По вы ше ние про дук ции ли зи на за счет 
уве ли че ния эк с п рес сии гена ddh

Из вес т но, что из ме не ние уров ня эк с прес сии
ге нов, кон т ро ли ру ю щих ли ми ти ру ю щие ста дии
син те за ли зи на, по вы ша ет про дук цию ами но кис -
ло ты клет ка ми C. glutamicum [12]. В ка чес т ве ми -
ше ни для уси ле ния про дук ции ли зи на нами был
выб ран ген ddh, кон т ро ли ру ю щий об ра зо ва ние ди -
а ми но пи ме лат де гид ро ге на зы. ка та ли зи ру ю щей
син тез D,L-2,6-диаминопимелата — клю че во го
про ме жу точ но го ме та бо ли та в син те зе ли зи на.

С по мощью ме то дов ген ной ин же не рии бы -
ли скон с т ру и ро ва ны про из вод ные штам ма C. glu -
tamicum GEN2-1 ((lysCA279TS317A, homV59A), ко то -
рые со дер жа ли либо две ко пии гена ddh под кон т -
ро лем соб с т вен но го про мо то ра, либо ген ddh под
кон т ро лем силь но го про мо то ра гена sod. Та кие
штам мы были по лу че ны с ис поль зо ва ни ем плаз -
мид pIKA-sod-ddh и pIKA-2хddh, обес пе чи ва ю -
щих за ме ще ние на тив но го гена на sod-ddh или
2ddh с по мощью го мо ло гич ной ре ком би на ции
(см. «Ус ло вия эк с пе ри мен та»). Уро вень тран с к -
рип ции гена ddh у по лу чен ных штам мов был ис с -
ле до ван с ис поль зо ва ни ем тех но ло гии ПЦР в ре -
аль ном вре ме ни (рис. 4).

Ока за лось, что уро вень тран с к рип ции гена
ddh у штам ма с дуп ли ка ци ей гена GEN2-1(2ddh)
вдвое пре вы шал уро вень тран с к ри пции это го гена 
у ис ход но го  штам ма GEN2-1. За ме на соб с т вен но -

го про мо то ра на силь ный про мо тор sod при ве ла к
зна чи тель но му (поч ти в 10 раз) по вы ше нию уров -
ня тран с к рип ции гена ddh. 

Уро вень ак тив нос ти ди а ми но пи ме лат де гид -
ро ге на зы у скон с т ру и ро ван ных штам мов так же су -
щес т вен но уве ли чил ся (табл. 4). Ак тив ность фер -
мен та у штам ма GEN2-1(2ddh) с дуп ли ка ци ей
гена ddh уве ли чи лась в 1,9 раза, а штам ма
GEN2-1(sod-dhh) —  в 3,9 раза по срав не нию с ис -
ход ным штам мом.

Про дук ция ли зи на у по лу чен ных штам мов
с из ме нен ным уров нем ак тив нос ти ди а ми но пи ме -
лат де гид ро ге на зы была ис с ле до ва на в про би роч -
ных тес тах (табл. 5).

Как вид но из табл. 5, по вы ше ние ак тив нос -
ти ди а ми но пи ме лат де гид ро ге на зы за счет дуп ли -
ка ции гена ddh при во дит к уве ли че нию про дук -
ции ли зи на на 9% по срав не нию с ис ход ным штам -
мом. Од на ко еще боль шее по вы ше ние ак тив нос ти 
фер мен та с по мощью силь но го про мо то ра гена
sod не при ве ло к даль ней ше му уве ли че нию про -
дук ции ами но кис ло ты. Сле до ва тель но, на и выс -
ший уро вень на коп ле ния ли зи на в КЖ дос ти га ет -
ся при оп ти маль ном уров не ак тив нос ти фер мен -
тов би о син те за.

Биотехнология, 2015, № 6 23

ОЦЕН КА ЭФ ФЕК ТИВ НОС ТИ ПРО МО ТО РОВ  Corynebacterium glutamicum И ИХ ИС ПОЛЬ ЗО ВА НИЕ

Рис.4. Уро вень тран с к рип ции гена ddh, оп ре де лен -
ный с по мощью ПЦР в ре аль ном вре ме ни

Таб ли  ца  4

Ак тив ность диа ми но пи ме лат де гид ро ге на зы 
у штам мов C. glu ta mi cum

Штамм Ак тив ность ДАПД,
нмоль NADРH/минмг бел ка

GEN2-1 (ис ход ный)
GEN2-1(2ddh)
GEN2-1(sod-dhh)

310
580

1200

Та б ли  ца  5

Про дук ция ли зи на штам ма ми C. glu ta mi cum 
с раз ным уров нем эк с п рес сии гена ddh

Штамм C. glu ta mi cum На коп ле ние ли зи на
в КЖ, г/л

GEN2-1 (ис ход ный)
GEN2-1(2ddh)
GEN2-1(sod-ddh)

16,0
17,3
17,4



Та ким об ра зом, по лу чен ный в дан ной ра бо -
те на бор про мо то ров раз ной силы яв ля ет ся важ -
ным ин с тру мен том для оп ти ми за ции ра бо ты ге -
нов при кон с т ру и ро ва нии штам мов - п ро ду цен тов
ли зи на. По ми мо ра нее оха рак те ри зо ван ных про -
мо то ров ге нов sod и eftu к груп пе силь ных про мо -
то ров мо жет быть от не сен про мо тор гена leuC; ме -
нее силь ным яв ля ет ся про мо тор гена cspB. Изу чен -
ные нами про мо то ры ге нов, вли я ю щих на уро вень 
син те за ли зи на (lysC, pyc, tkt, fbp), яв ля ют ся до -
воль но сла бы ми, по э то му при даль ней шем кон с т -
ру и ро ва нии штам ма- п ро ду цен та це ле со об раз но
было бы ис с ле до вать дей с т вие про мо то ров раз -
ной силы с целью мо ду ли ро вать ак тив ность ин те -
ре су ю щих ге нов.

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке го су дар с т ва в лице Ми ноб р на у ки Рос сии (уни каль -
ный иден ти фи ка тор про ек та RFMEFI62614X0003) с
ис поль зо ва ни ем уни каль ной на уч ной ус та нов ки
(УНУ) — На ци о наль но го би о ре сур с но го цен т ра

«Все рос сий с кая кол лек ция про мыш лен ных мик ро -
ор га низ мов».

По лу че но 26.12.15
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As ses  sment of Ef fec  t i ve ness of  Co ry -
ne bac te  ri  um glu ta mi cum  Pro mo ters and  the -
ir Ap pli  ca t i  on to En han ce ment of  Gene Ac t i  -
vi  ty in Ly si  ne-Pro du cing Bac te  ria

A pNS-cat72 vec tor has been de sig ned on the ba sis of the
rep li ca ti ve vec tor pNS2 and re por ter gene cat of Tn9 tran s po so ne
en co ding the chlo ram p he ni col ace tyl t ran s fe ra se for clo ning of
va rio us gene pro mo ters and de ter mi ning the ir pro mo ter strength
from the chlo ram p he ni col re sis tan ce in Co ry ne bac te ri um glu ta -
mi cum stra ins. Using that vec tor, the pro mo ter strengths of va rio -
us ge nes in the Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum GEN1-2 (lysCA279T,

S317A) stra in con ta i ning as par to ki na se re sis tant to the ly si ne and
thre o ni ne fe ed back in hi bi ti on were stu di ed. It was fo und out that
the pro mo ters of the ef tu, sod, cspB and leuC ge nes show hig her
le vel of chlo ram p he ni col re sis tan ce than the pro mo ters of the
lysC, pyc, tkt, fbp ge nes that are in vol ved in the ly si ne bi o syn t he -
sis con t rol. It was shown that the rep la ce ment of the na tu ral ddh
pro mo tor by the sod pro mo tor in c re a ses the le vel of tran s c rip ti on
al most by 10 ti mes, whe re as the di a mi no pi me la te de hyd ro ge na se
ac ti vi ty is grown by 3—4 ti mes re sul ting in the 9% en han ce ment
of the ly si ne pro duc ti on. The in ves ti ga ted pro mo ters set with dif -
fe rent strengths is a ne ces sa ry tool for the op ti mi za ti on of gene ac -
ti vi ti es and con s t ruc ti on of me ta bo li te-pro du cing stra ins. 

Key words: Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum, en zy me ac ti -
vi ty, gene ex p res si on, ly si ne syn t he sis, pro mo ters.
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