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Устой чи вость к фу зи ди е вой кис ло те бак те рий Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum и Bre vi bac te ri um fla vum свя за на с му та ци я ми в ге не
fu sA, ко ди ру ю щем фак тор элон га ции G (EF-G). Ока за лось, что от 2 до 10% кло нов, устой чи вых к фу зи ди е вой кис ло те, про ду -
ци ру ют бо ль ше ли зи на, чем ро ди те ль ские штам мы. Сек ве ни ро ва ние ге на fu sA из кло нов, об ла да ю щих по вы шен ным уров нем
про дук ции ли зи на, вы я ви ло две му та ции в ге не в по ло же нии 1383 – С1383G и С1383А. Эти му та ции при во дят к ами но кис лот ной
за ме не в по ло же нии 461 бел ка EF-G, в ре зу ль та те ко то рой ги с ти дин за ме ща ет ся на глу та мин (H461Q). С по мо щью го мо ло гич -
ной ре ком би на ции му та ция С1383G бы ла вве де на в хро мо сом ную ко пию ге на fu sA в штам мах C. glu ta mi cum и B. fla vum. Все
по лу чен ные кло ны, со дер жа щие му тан т ный ген fu sA, про ду ци ро ва ли на 9–18% ли зи на бо ль ше, чем ро ди те ль ские штам мы

Клю че вые сло ва: ген fusA, му та ции ге на fusA, син тез L-лизина, ус той чи вость к фу зи ди е вой кис ло те, фак тор элон га ции G,
Brevibacterium flavum, Corynebacterium glutamicum.
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L-ли зин от но сит ся к груп пе не за ме ни мых
ами но кис лот и яв ля ет ся наи бо лее вос тре бо ван -
ной кор мо вой до бав кой для жи вот но вод ст ва и
пти це вод ст ва. Основ ным спо со бом по лу че ния
L-ли зи на яв ля ет ся фер мен та ция са ха ров с по мо щью 
та ких бак те рий, как Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum
и Bre vi bac te ri um sp. [1], а так же ки шеч ной па лоч -
ки Es c he ric hia co li [2]. Для уве ли че ния про дук -
ции L-ли зи на, как пра ви ло, ис по ль зу ют мо ди фи -
ци ро ван ные (ге не ти че ски из ме нен ные) штам мы
бак те рий с по вы шен ной про дук тив но стью, по -
лу чен ные ли бо с по мо щью ге не ти че ской ин же -
не рии, ли бо тра ди ци он ны ми се лек ци он ны ми ме -
то да ми.

Од ним из под хо дов к по вы ше нию про дук -
тив но сти штам мов яв ля ет ся по лу че ние му тан тов,
устой чи вых к ан ти би о ти кам, ко то рые дей ст ву ют
на ри бо сом ный ком п лекс [3]. На при мер, устой чи -
вость к ка на ми ци ну у штам ма C. glu ta mi cum
KFCC10881-СJP5103 со про вож да лась уве ли че -

ни ем на 8% его про дук тив но сти по ли зи ну в срав -
не нии с ро ди те ль ским штам мом [4]. 

Фу зи ди е вая кис ло та так же от но сит ся к
груп пе ан ти би о ти ков, ко то рые по дав ля ют син тез
бел ка на ри бо со мах. Из ве ст но, что устой чи вость к 
фу зи ди е вой кис ло те у Stap hy lo coc cus aure us обу с -
лов ле на му та ци я ми в ге не fu sA, ко ди ру ю щем
фак тор элон га ции G (EF-G) ри бо сом но го ком п -
лек са [5]. Од на ко в ли те ра ту ре от сут ст ву ют све -
де ния о му тан тах ли зин-про ду ци ру ю щих бак те -
рий (Co ry ne bac te ri um или Bre vi bac te ri um), ус -
той чи вых к фу зи ди е вой кис ло те. По э то му для це -
лей се лек ции штам мов пред став ля ло зна чи те ль -
ный ин те рес ис сле до вать взаи мо связь меж ду
устой чи во стью к фу зи ди е вой кис ло те и уров нем
про дук ции ли зи на.

Це лью дан ной ра бо ты бы ло изу че ние син -
те за ли зи на штам ма ми ко ри не фор м ных бак те рий
(C. glu ta mi cum и B. fla vum), устой чи вы ми к фу зи -
ди е вой кис ло те.
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Спи сок со кра ще ний: ВКПМ – Все рос сий ская кол лек ция про мыш лен ных мик ро ор га низ мов; КЖ – ку ль ту ра ль ная жид кость;
сре да LB – сре да Лу риа–Бер та ни.



УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бак те ри а ль ные штам мы, плаз ми ды 
и усло вия ку ль ти ви ро ва ния

Штамм C.glu ta mi cum GEN1-6 – про из вод -
ный штам ма C.glu ta mi cum АТCC13032 – был по -
лу чен пу тем за ме ще ния на тив но го ал ле ля ге на
lysC на му тан т ный lysCT311I (устой чи вость к рет -
ро ин ги би ро ва нию) с по мо щью го мо ло гич ной ре -
ком би на ции [6].

Для кон ст ру и ро ва ния плаз мид и в ка че ст ве
про ме жу точ но го хо зя и на ис по ль зо ва ли стан дар т -
ный штамм E. co li XLI Blue. Штам мы E. co li рас -
ти ли при 37°С на сре де LB, сле ду ю ще го со ста ва,
г/л: трип тон – 10, дрож же вой эк ст ракт – 5, хло ри -
стый нат рий – 5; твер дая сре да до пол ни те ль но со -
дер жа ла бак то а гар (15 г/л). Все ре ак ти вы и суб ст -
ра ты бы ли по лу че ны от Sig ma-Al d rich Co.
(Merck). При не об хо ди мо сти 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 и ам пи цил лин
(ОАО «Син тез») – до 100 мкг/мл. 

Штам мы C.glu ta mi cum и B. fla vum вы ра щи -
ва ли на сре де 2  LB с 1%-ной ма ль то зой при
30°С. При не об хо ди мо сти в сре ду до бав ля ли ан -
ти би о ти ки ка на ми цин (17 мкг/мл) и фу зи ди е вую
кис ло ту (5 мкг/мл) (ОАО «Био син тез», Рос сия). 

Бак те ри а ль ные штам мы и плаз ми ды, ис по ль -
зо ван ные в дан ной ра бо те, при ве де ны в табл. 1.

Для опре де ле ния уров ня про дук ции ли зи на, 
штам мы C. glu ta mi cum и B. fla vum ку ль ти ви ро ва -
ли в фер мен та ци он ной сре де сле ду ю ще го со ста -
ва, г/л: глю ко за – 100, хло рид ам мо ния – 25, фос -
фат ка лия од но за ме щен ный – 1, су ль фат маг ния
се ми вод ный – 1, мел – 25, био тин – 0,0001, ти а мин –
0,0002 (Sig ma-Al d rich Co. (Merck)) с до бав ле ни ем
гид ро ли за та пше нич но го глю те на – 50,0 мл (ЗАО
«За вод Пре мик сов № 1», Рос сия) в те че ние 36-48 ч
при 30°С с пе ре ме ши ва ни ем (250 об/мин).

По лу че ние фу зи ди ну стой чи вых кло нов (FusR)

Ку ль ту ры C. glu ta mi cum или B. fla vum,
пред ва ри те ль но вы ра щен ные в те че ние 24 ч при
ин тен сив ном пе ре ме ши ва нии (240 об/мин), вы се -
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 ТОК МА КО ВА и др.

Та б ли  ца  1

Ха рак те ри сти ка ис по ль зо ван ных штам мов и плаз мид

Cha rac te ris tics of stra ins and plas mids used

Штамм, плаз ми да 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)
С. glutamicum GEN1-6 Про из вод ный АТCC13032 (lysCT311I) Дан ная ра бо та
B. flavum 90 Про ду цент ли зи на (Leu– ) ВКПМ (Гос НИ И ге не ти ка)
С. glutamicum GEN1-6 FusR Про из вод ный АТCC13032 (lysCT311I), 

ус той чи вый к фу зи ди е вой кис ло те 
Дан ная ра бо та

B. flavum 90 FusR  Про из вод ный B. flavum 90, ус той чи вый 
к фу зи ди е вой кис ло те

То же

С. glutamicum 
GEN1-6- fusAH461Q

Про из вод ный АТCC13032 (lysCT311I, fusAH461Q ) « «

B. flavum 90- fusAH461Q (Leu- , fusAH461Q) « «
E.coli XLI Blue supE44hsdR17recA1endA1 gyrA96 thi relA1 lac–F

[proAB+lacIglacZM15Tn10]

ВКПМ (Гос НИ И ге не ти ка)

E. coli ВКПМ В-558. Lys– То же

pIKA-sac13 Про из вод ная pUC19,со дер жа щая ген ус той чи вос ти 
к ка на ми ци ну и ген sacB из B. subtilis 168

[7]

pIKA-Cor- fusA-С1383G Про из вод ные pIKA-sac13, со дер жа щие му тан т ный
ген fusA из С. glutamicum 

Дан ная ра бо та

pIKA-Brev-fusA-С1383G Про из вод ные pIKA-sac13, со дер жа щие му тан т ный
ген fusA из B flavum

То же



ва ли на ага ри зо ван ную сре ду LB, со дер жа щую
до пол ни те ль но сле ду ю щие ком по нен ты, г/л: био -
тин – 0,0001, глю ко зу – 5 (Di aM, Гер ма ния) и фу -
зи ди е вую кис ло ту – 0,005-0,01 (ОАО «Био син -
тез»). Кло ны, вы рос шие на 3–5-е сут ки при 30°С,
по втор но рас се ва ли на той же сре де с фу зи ди е вой
кис ло той.

Ме то ды ра бо ты с ДНК

Вы де ле ние плаз мид ной ДНК и транс фор -
ма цию E.co li про во ди ли по стан дар т ным ме то ди -
кам [8]. Ре ст рик цию и ли ги ро ва ние ДНК осу ще -
ст в ля ли в со от вет ст вии с ре ко мен да ци я ми про из -
во ди те ля фер мен тов (Ther mo Fis her S ci en ti fic, США).
Ам п ли фи ка цию фраг мен тов ДНК про во ди ли с
ис по ль зо ва ни ем прай ме ров, пред став лен ных в
табл. 2, с по мо щью при бо ра Mas ter cyc ler Gra di ent
(Ep pen dorf) при сле ду ю щих усло ви ях: 94С, 30 с;
56С, 30 с; 72С, 1–2 мин; чис ло цик лов 25. Ис по -
ль зо ва ли смесь по ли ме раз Pfu (#EP0502) и Taq
(#EP0404) (Fer men tas, Лит ва) в со от но ше нии 1:9.
Хро мо сом ную ДНК из штам мов C. glu ta mi cum и
B. fla vum вы де ля ли со глас но ме то ду [9].

Плаз мид ную ДНК вво ди ли в штам мы C.
glu ta mi cum и B. fla vum с по мо щью элек т ро по ра -
ции. Для это го ку ль ту ры C. glu ta mi cum и B. fla vum 
рас ти ли в сре де BHIS (bra in he art in fu si on + sor bi tol)
(Dif co), со дер жа щей BHI в кон цен т ра ции 37 г/л и
сор бит в кон цен т ра ции 30 г/л. При го тов ле ние
ком пе тен т ной ку ль ту ры C. glu ta mi cum и B. fla vum
и элек т ро по ра цию про во ди ли в со от вет ст вии с
ме то дом [10]. Усло вия элек т ро по ра ции бы ли сле -
ду ю щие: 2500 В, 25 мкФ, 200 Ом. Дли те ль ность
элек т ро им пу ль са со став ля ла 4,5–5,5 мс. Транс -
фор ман ты от би ра ли на сре де с ка на ми ци ном
(17 мкг/мл). Ча с то та транс фор ма ции кле ток C. glu -
ta mi cum и B. fla vum со став ля ла 110-2 на 1 мкг
ДНК плаз ми ды.

Кон ст ру и ро ва ние штам мов C. glu ta mi cum 
и B. fla vum, со дер жа щих му та цию С1383G 
в ге не fu sA

Для вне се ния му та ции С1383G в хро мо сом -
ную ко пию ге на fu sA C. glu ta mi cum или B. fla vum
бы ли скон ст ру и ро ва ны плаз ми ды pI KA-Cor-fu sA-
 С1383G и pI KA-Brev-fu sA-С1383G, со дер жа щие му -
тан т ные ко пии ге на fu sA из C. glu ta mi cum и B. fla -
vum, со от вет ст вен но (см. табл. 1). Му тан т ные ко -
пии ге на fu sA бы ли по лу че ны пу тем ПЦР-ам п ли -
фи ка ции с ис по ль зо ва ни ем ДНК фу зи ди ну стой чи -
вых штам мов C. glu ta mi cum Gen1-6 FusR и B. fla vum
90 FusR и прай ме ров fu sA-F и fu sA-R (см. табл. 2).
Скон ст ру и ро ван ные плаз ми ды – про из вод ные pI KA-
 sac13 – не спо соб ны ав то ном но реп ли ци ро ва ть ся в
клет ках C. glu ta mi cum и B. fla vum. В ре зу ль та те
вве де ния дан ных плаз мид в клет ки C. glu ta mi cum и 
B. fla vum с по мо щью элек т ро по ра ции про ис хо ди ла 
их ин тег ра ция в хро мо со му по го мо ло гич но му
уча ст ку с по сле ду ю щим уда ле ни ем плаз мид ной
ДНК при пе ре но се бак те рий на сре ду с са ха ро зой,
что при во ди ло к за ме ще нию ис ход но го ал ле ля ге -
на fu sA на му тан т ный.

Пред ва ри те ль ный ана лиз про дук ции ли зи на
у по лу чен ных кло нов

Для пред ва ри те ль но го вы яв ле ния кло нов с
по вы шенным син те зом ли зи на ис по ль зо ва ли мо -
ди фи ци ро ван ный аук са ног ра фи че ский ме тод [11].
Для это го штамм E. co li ВКПМ В-558, аук сот роф ный 
по ли зи ну, вы ра щи ва ли в жид кой сре де LB при
37°С и ин тен сив ном пе ре ме ши ва нии (240 об/мин) 
в те че ние 18 ч, от де ля ли био мас су цен т ри фу ги ро -
ва ни ем, дваж ды про мы ва ли 0,9%-ным рас тво ром
NaCl, сус пен ди ро ва ли в том же рас тво ре и вы се -
ва ли 0,1 мл по лу чен ной кле точ ной сус пен зии на
чаш ку с ми ни ма ль ной сре дой сле ду ю ще го со ста -
ва, г/л: фос фат ка лия од но за ме щен ный – 1, фос -
фат ка лия дву за ме щен ный – 6, су ль фат маг ния се -
ми вод ный – 0,5, хло рид ам мо ния – 5, глю ко за –
20, био тин – 0,0001, ти а мин – 0,0002, L-лей цин –
0,25, агар – 15 (Sig ma-Al d rich Co. (Merck)); рН
7,2–7,4. За тем на ту же чаш ку с по мо щью зу бо чи -
с ток пе ре но си ли  клет ки му тан т ных кло нов C.
glu ta mi cum или B. fla vum, вы рос ших на сре де с
фу зи ди е вой кис ло той. В ка че ст ве кон т ро ля ис по -
ль зо ва ли ку ль ту ры ис ход ных штам мов C. glu ta -
mi cum или B. fla vum. Чаш ки ин ку би ро ва ли 48 ч
при 30°С, за тем ви зу а ль но опре де ля ли и от би ра ли 
кло ны, ко то рые обес пе чи ва ли бо ль шие зо ны ро с -
та штам ма E. co li ВКПМ В-558, чем ро ди те ль ские
штам мы C. glu ta mi cum и B. fla vum.
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МУ ТА ЦИИ В ГЕ НЕ fu sA, КО ДИ РУ Ю ЩЕМ ФАК ТОР ЭЛОН ГА ЦИИ G У КО РИ НЕ ФОР М НЫХ БАК ТЕ РИЙ

Таб ли  ца  2

Прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те

Pri mers used

На зва ние По сле до ва те ль ность

fusA-F gtggcacaagaagtgcttaaggatct

fusA-R ttaggaagcggtgccgttgcgct

fusA-seqF aacaagaaggaacgcattggtaagct

fusA-seqR ggtgtagctgagggactcaacagg



Опре де ле ние кон цен т ра ции ли зи на 
в ку ль ту ра ль ной жид ко сти

Штам мы бак те рий ку ль ти ви ро ва ли в про -
бир ках, со дер жа щих 3 мл фер мен та ци он ной сре -
ды в те че ние 36 ч или 48 ч. По сле уда ле ния кле ток 
кон цен т ра цию ли зи на опре де ля ли в су пер на тан те 
с по мо щью тон ко слой ной хро ма тог ра фии.

Об раз цы и стан дар т ные рас тво ры на но си ли
на пла с тин ки «Сор бфил» (АО «Сор бпо ли мер»,
Рос сия), ис по ль зуя ав то сам п лер ATS4 (CAMAG,
Швей ца рия). Раз де ле ние ами но кис лот про во ди ли
в си с те ме рас тво ри те лей изоп ро пи ло вый спирт–
 аммиак. По сле хро ма тог ра фии пла с ти ну вы су ши -
ва ли и вы яв ля ли пят на пу тем об ра бот ки ни нгид ри -
но вым рас тво ри те лем (Sig ma-Al d rich Co. (Merck)).

Со дер жа ние ли зи на опре де ля ли с по мо щью 
ска ни ру ю ще го ден си то мет ра CAMAG TLC Scan -
ner 3 при дли не вол ны 500 нм и раз ме ре ще ли
3,00  0,2 мм. Ко ли че ст вен ную об ра бот ку по лу -
чен ных дан ных про во ди ли на компь ю те ре с ис по -
ль зо ва ни ем про грам мы Win CATS.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Син тез ли зи на фу зи ди ну стой чи вы ми 
му тан та ми C. glu ta mi cum и B. fla vum

Му тан ты C. glu ta mi cum Gen1-6 и B. fla vum 90, 
устой чи вые к фу зи ди е вой кис ло те, бы ли по лу че ны 
пу тем по се ва ноч ных ку ль тур на ага ри зо ван ную
сре ду LB с до бав ле ни ем фу зи ди е вой кис ло ты (от 5
до 10 мкг/мл). Че рез 3–5 сут ин ку ба ции при 30С
на по вер х но сти ага ри зо ван ной сре ды вы ра с та ли

раз ные по раз ме ру ко ло нии. Ча с то та воз ник но ве -
ния та ких ко ло ний со став ля ла 10-5–10-7. Зна чи те ль -
ная часть та ких ко ло ний (око ло 90%) при по сле ду -
ю щих пе ре се вах утра чи ва ла спо соб ность рас ти на
сре де, со дер жа щей фу зи ди е вую кис ло ту. Все го
было ото бра но 25 FusR-кло нов C. glu ta mi cum Gen1-6
и 48 FusR-кло нов B. fla vum 90, ко то рые ха рак те ри -
зо ва лись ста би ль ным ро с том на сре де с фу зи ди е -
вой кис ло той (5 мкг/мл).

Пред ва ри те ль ную оцен ку уров ня про дук -
ции ли зи на FusR-кло на ми штам мов C. glu ta mi cum
Gen1-6 и B. fla vum 90 про во ди ли с по мо щью мо -
ди фи ци ро ван но го аук са ног ра фи че ско го ме то да.
Для этой це ли ис по ль зо ва ли аук сот роф ный
штамм E. coli ВКПМ В-558, спо соб ный об ра зо вы -
вать ко ло нии на ми ни ма ль ной сре де то ль ко в при -
сут ст вии ли зи на. Бак те рии E. co li lys– вы се ва ли
сплош ным га зо ном на чаш ки с ми ни ма ль ной сре -
дой и за тем уко лом на но си ли клет ки из FusR-кло -
нов. По ве ли чи не зоны ро с та кле ток во круг уко ла
су ди ли об уров не про дук ции ли зи на те с ти ру е мы -
ми кло на ми. Ока за лось, что 10–20% те с ти ро ван -
ных кло нов фор ми ро ва ли бо ль шие зоны ро с та,
чем ро ди те ль ские штам мы.

Уро вень про дук ции ли зи на FusR-кло на ми,
ото бран ны ми в пред ва ри те ль ном те с те, ко ли че ст -
вен но опре де ля ли по сле 2-су точ но го ку ль ти ви ро -
ва ния в про бир ках с фер мен та ци он ной сре дой
(см. «Усло вия эк с пе ри мен та»). Все го было ото -
бра но 4 FusR-кло на с по вы шен ной про дук цией ли -
зи на. Ре зу ль та ты те с ти ро ва ния для двух та ких
кло нов пред став ле ны в табл. 3. Из этих ре зу ль та -
тов сле ду ет, что часть кло нов, устой чи вых к фу зи -
ди е вой кис ло те, про ду ци ро ва ли на 9-10% бо ль ше
ли зи на, чем ро ди те ль ские штам мы.

56 Biotechnology, 2016, V. 32, N 6

 ТОК МА КО ВА и др.

Та б ли  ца  3

Про дук ция L-ли зи на фу зи ди ну стой чи вы ми му тан та ми C. glu ta mi cum Gen1-6 и B. fla vum 90

L-ly si ne pro duc ti on by fu si dic acid-re sis tant C. glu ta mi cum Gen1-6 and B. fla vum 90 stra ins 

По ка за те ли 

C. glu ta mi cum Gen1-6 B. fla vum 90

ро ди те ль ский
штамм

FusR №6
(му тант)

ро ди те ль ский
штамм

FusR №30
(му тант)

Кон цен т ра ция ли зи на в КЖ, г/л 16,5 18,0 36,0 39,5

По вы ше ние уров ня син те за
L-лизина у му тан та по срав не нию
с ро ди тель с ким штам мом

9% 10%

При ме ча ние: пред став ле ны сред ние зна че ния трех эк с пе ри мен тов.
Fo ot no te: me an re sults of 3 me a su re ments are re pre sen ted



Сек ве ни ро ва ние ге на fu sA у FusR-му тан тов 
с по вы шен ной про дук цией ли зи на

Из ве ст но, что устой чи вость к фу зи ди е вой
кис ло те у Stap hy lo coc cus aure us обу слов ле на му -
та ци я ми в гене fu sA [5], ко ди ру ю щем бе лок EF-G –
фак тор эми та ции G, вхо дя щий в со став ри бо сом -
но го ком п лек са.

С уче том это го нами было про ве де но сек ве -
ни ро ва ние гена fu sA из кло нов, устой чи вых к фу -
зи ди е вой кис ло те и де мон ст ри ру ю щих по вы шен -
ный уро вень про дук ции ли зи на. С по мо щью ПЦР-
 ам п ли фи ка ции и с ис по ль зо ва ни ем прай ме ров
fu sA-F и fu sA-R, ком п ле мен тар ных на ча лу и кон -
цу гена fu sA, были по лу че ны ва ри ан ты ге на fu sA
из му тан т ных кло нов (№6, №16, №30) и ис ход ных 
штам мов.

Срав не ние нук ле о тид ных по сле до ва те ль -
но стей ге нов fu sA из ро ди те ль ских штам мов C. glu -
ta mi cum Gen1-6 (Ge ne ID:1021501) и B. fla vum 90
по ка за ло, что эти гены об ла да ют вы со ким уров -
нем го мо ло гии (98%). При этом вы яв ле но 35 раз -
ли чий меж ду эти ми дву мя штам ма ми в нук ле о -
тид ных по сле до ва те ль но стях ге нов, ко то рые при -
ве ли к 9 ами но кис лот ным за ме нам в бел ке EF-G.
Ока за лось так же, что ген fu sA из B. fla vum 90 пол -
но стью иден ти чен гену, ко ди ру ю ще му фак тор
элон га ции G из штам ма C. glu ta mi cum stra in
ATCC 13869 (Gen Bank ID: CP016335.1).

Ис ход ны ми ро ди те ль ски ми штам ма ми для
фу зи ди ну стой чи вых бак те рий, изу чен ных в дан -
ной ра бо те, яв ля лись два раз ных штам ма, C. glu ta -
mi cum Gen1-6 и B. fla vum 90. Не смот ря на это, как
по ка зал ана лиз нук ле о тид ных по сле до ва те ль но -
стей ва ри ан тов гена fu sA, оба му тан т ных штам ма
C. glu ta mi cum Gen1-6 FusR и B. fla vum 90 FusR с
уве ли чен ной про дук цией ли зи на со дер жа ли му -
та ции в гене fu sA в по ло же нии 1383. В ре зу ль та те
этих му та ций оста ток ци то зи на был за ме щен
остат ком гу а ни на или аде ни на, что при ве ло к ами -
но кис лот ной за ме не ги с ти ди на на глу та мин в по -
ло же нии 461 бел ка EF-G (H461Q).

Ло гич но было пред по ло жить, что му та ции
С1383G и С1383А в гене fu sA в клет ках C. glu ta mi -
cum Gen1-6 и B. fla vum 90, со от вет ст вен но, при ве ли
од но вре мен но и к устой чи во сти кло нов к фу зи ди е -
вой кис ло те, и к по вы ше нию про дук ции ли зи на.

Му та ция С1383G в гене fu sA 
в ко ри не фор м ных бак те ри ях дей ст ви те ль но
при во дит к по вы ше нию про дук ции ли зи на

Что бы по лу чить пря мые до ка за те ль ст ва то -
го, что по вы ше ние про дук ции ли зи на свя за но с

му та цией С1383G в гене fu sA, были скон ст ру и ро -
ва ны про из вод ные штам мов C. glu ta mi cum Gen1-6 
fusAH461Q и B. fla vum 90 fusAH461Q, у ко то рых с по -
мо щью го мо ло гич ной ре ком би на ции ис ход ный
ал лель ге на fu sA был за ме щен на му тан т ный
(fu sA-С1383G). С этой це лью были скон ст ру и ро -
ва ны плаз ми ды pI KA-Cor-fu sA-С1383G и pI KA-
 Brev- fu sA-С1383G, ко то рые со дер жа ли ген fu sA с
му та цией С1383G из штам мов C. glu ta mi cum
Gen1-6 FusR №6 и B. fla vum 90 FusR №30, со от вет -
ст вен но. Эти плаз ми ды бы ли ис по ль зо ва ны для
транс фор ма ции ис ход но го штам ма C. glu ta mi cum
Gen1-6 или B. fla vum 90.

Плаз ми ды pI KA-Cor-fu sA-С1383G и pI KA-
 Brev-fu sA-С1383G не спо соб ны ав то ном но под -
дер жи ва ть ся в клет ках Co ry ne bac te ri um и Bre vi -
bac te ri um. В свя зи с этим по сле вве де ния плаз мид
в клет ки с по мо щью элек т ро по ра ции были ото -
бра ны кло ны, обо зна чен ные как C. glu ta mi cum
Gen1-6 fusAH461Q и B. fla vum 90 fusAH461Q, устой чи -
вые к фу зи ди е вой кис ло те, в хро мо со ме ко то рых
в ре зу ль та те двух цик лов го мо ло гич ной ре ком би -
на ции про ис хо ди ло за ме ще ние на тив но го гена
fu sA му тан т ной ко пией fu sA-С1383G. На ли чие та -
ко го за ме ще ния у всех ото бран ных фу зи ди ну с -
той чи вых кло нов под твер ж да ли с по мо щью ПЦР-
 ана ли за с SNP-по ли ме ра зой и сек ве ни ро ва ния. 

Уро вень про дук ции ли зи на у по лу чен ных
кло нов с му тан т ным ге ном fu sA был изу чен в те с -
тах по сле их ку ль ти ви ро ва ния в фер мен та ци он -
ной сре де в те че ние 36 ч (табл. 4).

Ока за лось, что му тан т ный штамм C. glu ta -
mi cum Gen1-6 fusAH461Q про ду ци ро вал на 18% бо -
ль ше ли зи на, чем ро ди те ль ский штамм. В то же
вре мя, му тан т ный штамм B. fla vum 90 fusAH461Q

про ду ци ро вал ли зи на на 9% бо ль ше, чем ис ход -
ный. Сле ду ет за ме тить, что и са ми ро ди те ль ские
штам мы от ли ча лись по уров ню про дук ции ли зи -
на: штамм C. glu ta mi cum Gen1-6 син те зи ро вал
12,3 г/л, а штамм B. fla vum 90 – в 2,4 раза бо ль ше
(29,6 г/л). Сле до ва те ль но, му та ция С1383G в гене
fu sA при во дит к уве ли че нию уров ня син те за ли зи -
на у штам мов с раз ной про дук тив но стью, хотя
вли я ние этой му та ции с по вы ше ни ем про дук тив -
но сти штам мов сни жа лось.

Та ким об ра зом, в дан ной ра бо те впер вые
была изу че на взаи мо связь меж ду устой чи во стью
ко ри не фор м ных бак те рий к фу зи ди е вой кис ло те
и уров нем про дук ции ими ли зи на. Ока за лось, что
устой чи вость к фу зи ди е вой кис ло те бак те рий Co -
ry ne bac te ri um glu ta mi cum и Bre vi bac te ri um fla vum
свя за на с му та ци я ми в ге не fu sA, ко ди ру ю щем
фак тор элон га ции G, как это ра нее бы ло по ка за но
для Stap hy lo coc cus aure us [5]. То ль ко не бо ль шая
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часть FusR-кло нов (2–10%) об ла да ла по вы шен ной 
про дук тив но стью по ли зи ну. Как по ка за ло сек ве -
ни ро ва ние ге на fu sA, му тан т ные кло ны с по вы -
шен ной про дук цией по ли зи ну со дер жа ли му та -
ции в ге не fu sA то ль ко в по ло же нии 1383 (С1383G
и С1383А). Эти му та ции при во дят к ами но кис лот -
ной за ме не в по ло же нии 461 бел ка EF-G, в ре зу ль -
та те ко то рой ги с ти дин за ме ща ет ся на глу та мин
(H461Q). Пря мым до ка за те ль ст вом вли я ния му та -
ции С1383G в гене fu sA на по вы ше ние про дук ции
ли зи на яви лись ре зу ль та ты кон ст ру и ро ва ния
штам мов C. glu ta mi cum Gen1-6 fusAH461Q и B. fla -
vum 90 fusAH461Q, у ко то рых с по мо щью го мо ло -
гич ной ре ком би на ции ис ход ный ал лель ге на fu sA
был за ме щен на му тан т ный fu sA-С1383G. Эти
штам мы по ка за ли бо лее вы со кий уро вень про дук -
ции ли зи на по срав не нию с ро ди те ль ски ми. При -
ме ча те ль ным яв ля ет ся тот факт, что му та ция
С1383G в гене fu sA при во ди ла к по вы ше нию про -
дук ции ли зи на в штам мах как с от но си те ль но низ -
ким (C. glu ta mi cum Gen1-6), так и с вы со ким (B. fla -
vum 90) уров нем про дук тив но сти. Сле до ва те ль но,
вне се ние му та ции С1383G в ген fu sA яв ля ет ся уни -
вер са ль ным под хо дом для по вы ше ния про дук ции 
ли зи на.

При чи ны по вы ше ния про дук ции ли зи на
штам ма ми, у ко то рых из ме нен фак тор элон га ции
G, пока не из ве ст ны. Не дав но по ка за но [12], что
ам п ли фи ка ция гена fu sA на плаз ми де в клет ках
штам ма C. glu ta mi cum при во дит к уве ли че нию
про дук ции изо лей ци на. Ис хо дя из это го, мож но
пред по ло жить, что ген fu sA яв ля ет ся пер с пек тив -
ной ми ше нью для на прав лен но го кон ст ру и ро ва -
ния штам мов с по вы шен ной про дук цией ами но -
кис лот.
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Та б ли  ца  4

Про дук ция L-ли зи на штам ма ми C. glu ta mi cum Gen1-6 и B. fla vum 90, 
со дер жа щи ми му та цию С1383G в ге не fu sA

L-ly si ne pro duc ti on by C. glu ta mi cum Gen1-6 and B. fla vum 90 stra ins 
that con ta in С1383G mu ta ti on in fu sA ge ne

Штамм Со дер жа ние L-ли зи на в КЖ , г/л

C.glutamicum Gen1-6 fusAH461Q № 38 (му тан т ный штамм) 14,6 ±0,4

C. glutamicum Gen1-6 (ро ди тель с кий  штамм) 12,3 ±0,3

B. flavum 90 fusAH461Q, № 24 (му тан т ный штамм) 32,3 ±1,0

B. flavum 90 (ро ди тель с кий штамм) 29,6 ±0,8

При ме ча ние: пред став ле ны сред ние зна че ния трех эк с пе ри мен тов.
Fo ot no te: me an re sults of 3 me a su re ments are re pre sen ted.



sis tan ce to ka na my cin and en han ced L-ly si ne pro duc ti v i -
ty and met hod of pro du cing L-ly si ne using the sam.
US7736880, 2010.

5. Be si er S., Lud wig A., Bra de V. and Wic hel ha us A. Mo le cu lar 
ana ly sis of fu si dic acid re sis tan ce in Stap hy lo coc cus aure us.
Mol. Mic ro bi ol., 2003, 47 (2), 463–469.

6. Schrumpf B., Eg ge ling L., Sahm H. Iso la ti on and pro mi nent
cha rac te ris tics of an L-ly si ne hy per p ro du cing stra in of Co ry -
ne bac te ri um glu ta mi cum. Appl. Mic ro bi ol. Bi o tec h nol.,
1992, 37, 566–571. doi:10.1007/BF00240726.

7. Ta ru ti na M.G., Ra ev s kaya N.M., Shus ti ko va T.E., et al. As ses -
sment of ef fec ti ve ness of Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum pro -
mo ters and the ir ap pli ca ti on to en han ce ment of gene ac ti vi ty in
ly si ne-pro du cing bac te ria. Bi o tek h no lo giya (Bi o tec h no lo gy),
2015, 6, 16–24. doi: 10.21519/0234-2758-2015-6-16-24

8. Ma ni a tis, T., Fritsch. E., and Sam b ro ok, J., Mo le cu lar clo -
ning, a la bo ra to ry ma nu al. Cold spring har bor la bo ra to ry,
1982.

9. Si do ruk K.V., Le vi tin E.I., and Pik sa so va O.V. Mul ti pur po se
met hod for iso la ti on of high-mo le cu lar mic ro bi al DNA ba sed
on pre li mi na ry tre at ment of bi o mass by am mo ni um ace ta te
so lu ti on. Ac tu al items in ge ne tics, ra di o bi o lo gy and ra dio e co -
lo gy. 2nd re a ding de di ca ted to the me mo ry of V.I. Ko ro go din
and V.A. Shev c hen ko. Mat. and Thes. Re ports. Dub na:
OIYaI, 2008, 100. 

10. Van der Rest M.E., Lan ge C., Mo le na ar D. A heat shock fol -
lo wing elec t ro po ra ti on in du ces hig h ly ef fi ci ent tran s for ma ti -
on of Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum with xe no ge ne ic plas mid 
DNA., Appl. Mic ro bi ol. Bi o tec h nol., 1999, 52(4), 541–545.

11. Ma nu al of met hods for ge ne ral bac te ri o lo gy [Ed. Ph. Ger -
hardt]. Tran s la ted into Rus si an, Mos cow: Mir. 1984, 264. 

12. Zhao J., Hu X., Li Ye, Wang X. Ove rex p res si on of ri bo so me 
elon ga ti on fac tor G and re cyc ling fac tor in c re a ses L-iso le u -
ci ne pro duc ti on in Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum. Appl.
Mic ro bi ol. Bi o tec h nol., 2015, 99, 4795–4805. doi:
10.1007/s00253-015-6458-8

Биотехнология, 2016, Т. 32, № 6 59

МУ ТА ЦИИ В ГЕ НЕ fu sA, КО ДИ РУ Ю ЩЕМ ФАК ТОР ЭЛОН ГА ЦИИ G У КО РИ НЕ ФОР М НЫХ БАК ТЕ РИЙ

Mu  ta  t i on s in t he  fu  sA  Ge ne th at  En  co des Elon g a t i  on Fac to r  G 
in Co ry n e form  Bac t e  r ium Lead to In  c re  a  sed Ly s i  ne  Pr o duc t i  on

I.P. TOKMAKOVA*, L.E. RYABCHENKO, T.V. GERASIMOVA, S.V. KAMENEVA and A.S. YANENKO**

The State Research Institute for Genetics and Selection of Industrial Microorganisms (GosNIIgenetika), 117545, Moscow Russia

e-mail:  tokmakovai@yandex.ru*, yanenko@genetika.ru**

Received November 30, 2016

Ab s t ract – Re sis tan ce to fu si dic acid in Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum and Bre vi bac te ri um fla vum is as so ci a ted with mu ta ti ons in the
fu sA gene that en co des the elon ga ti on fac tor G (EF-G). From 2% to 10% of fu si dic acid-re sis tant clo nes were shown to pro du ce more ly -
si ne than pa rent stra ins. Se qu en cing of the fu sA gene in clo nes with high le vel of ly si ne pro duc ti on per mit ted to find out two mu ta ti ons in
the gene at po si ti on 1383 – С1383G and С1383А. The se mu ta ti ons ca u se the ami no acid rep la ce ment at po si ti on 461 in the pro te in EF-G, 
na me ly, his ti di ne is sub s ti tu ted by glu ta mi ne (H461Q). The mu ta ti on С1383G was in t ro du ced in the chro mo so mal copy of the fu sA gene
in C. glu ta mi cum and B. fla vum stra ins by ho mo lo go us re com bi na ti on. All clo nes con ta i ning the mu tant va ri ant of the fu sA ge ne pro du -
ced 10% more ly si ne than the pa rent stra ins.
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gene, resistance to fusidic acid.
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