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Ìикроорганизмы водных сообществ яв-
ляются важнейшим ресурсом для поис-
ка новых природных метаболитов. Губки 

(тип Porifera), являясь сидячими фильтратора-
ми, аккумулируют в своём теле огромное раз-
нообразие различных микроорганизмов, таких 
как гетеротрофные бактерии, цианобактерии, 
микроскопические водоросли, археи, диноф-
лагелляты, грибы [1]. Бактерии составляют до 
40 % биомассы некоторых морских губок, а их 
известное разнообразие включает 25 различ-
ных филумов (phylum) [2]. Сообщества мор-
ских губок многие годы активно исследуются в 
качестве перспективного источника фармацев-
тически и биотехнологически значимых хими-
ческих компонентов [3-5]. При этом известно, 
что бактериальные штаммы, полученные из не-
обычных и неисследованных сообществ, часто 
являются продуктивным источником биологи-
чески-активных веществ (БАВ) [6]. Большое 

видовое разнообразие губок, обитающих в оз. 
Байкал (18 видов, 14 из которых являются эн-
демиками), связывают с многообразием эколо-
гических ниш и условий обитания. В этой свя-
зи исследование способности микроорганизмов 
байкальских губок вырабатывать БАВ, являет-
ся на сегодняшний день весьма актуальным.

На сегодняшний день известно, что мно-
гие метаболиты бактериального происхожде-
ния являются поликетидами или циклопеп-
тидами и синтезуруются мультиферментными 
комплексами — поликетидсинтазами (PKS) и 
нерибосомными пептидсинтазами (NRPS) [7]. 
Ферменты или мультиферментные комплексы 
PKS синтезируют поликетиды (такие как анти-
биотики, токсины или статины) и используют в 
качестве субстрата мономеры ацил-коэнзима-А 
[8]. Данные ферментативные системы состоят 
из нескольких белков — «строительных бло-
ков». Каждый белок имеет доменное строение 
и, соответственно, несколько центров, обла-
дающих разными каталитическими активно-
стями. Группа доменов, отвечающая за один 
цикл конденсации, образует «модуль», состо-
ящий минимум из трёх доменов: кетосинтаз-
ного (КS-домен), ацилтрансферазного (АТ) и 
ацилпереносящего (АСР) [9]. У бактерий рабо-
та системы биосинтеза PKS часто происходит 
совместно с нерибосомными пептидсинтазами, 
NRPS. Оба типа ферментов могут формиро-
вать гибридный биосинтетический комплекс — 
гибридные синтетазы. NRPS синтезируют ряд 
природных соединений (нерибосомных пеп-
тидов) с очень широким спектром биологиче-
ской активности и различными лекарственны-
ми свойствами [7, 10]. В качестве субстрата для 
синтеза олигопептидов NRPS используют ами-
нокислотные мономеры. Количество и порядок 
модулей и тип имеющихся в модуле доменов 
каждой NRPS определяет структурное разноо-
бразие образующихся в результате пептидных 
продуктов. Модули содержат АТФ-зависимый 
домен аденилирования (А-домен), пептидил-
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áîê ÷àñòî ïðèñóòñòâóþò ïðîäóöåí-

òû áèîàêòèâíûõ ìåòàáîëèòîâ. Èç ãóáêè 
Lubomirskia baicalensis îáèòàþùåé â îç. 
Áàéêàë, áûëè âûäåëåíû 14 áàêòåðèàëü-
íûõ êóëüòóð, ïðèíàäëåæàùèõ ôèëóìàì 

Firmicutes, Actinobacteria è Proteobacteria. 
Êóëüòóðû èäåíòèôèöèðîâàëè ñ ïîìî-

ùüþ ìîëåêóëÿðíûõ ìåòîäîâ. Äëÿ àíà-
ëèçà øòàììîâ íà íàëè÷èå ãåíîâ ñèíòåçà 

âòîðè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ: ïîëèêåòèäñèí-
òàç (PKS) è íåðèáîñîìíûõ ïåïòèäñèíòàç 

(NRPS), ïðèìåíåí ÏÖÐ-ñêðèíèíã ñ èñïîëü-
çîâàíèåì âûðîæäåííûõ ïðàéìåðîâ.
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пептидсинтаз (NRPS) осуществлялся на осно-
ве литературных данных, посвященных иссле-
дованию генов БАВ в микробных сообществах 
морских губок. [8]. В результате были выбраны 
следующие праймеры:
DKF(PKS) 
5’-GTGCCGGTNCCRTGNGYYTC-3’,
DKR(PKS) 
5’-GCGATGGAYCCNCARCARYG-3’,
MTF(NRPS) 
5’-GCNGGYGGYGCNTAYGTNCC-3’,
MTR(NRPS) 5’-CCNCGDATYTTNACYTG-3’.

Амплификацию генов PKS и NRPS прово-
дили в следующем режиме: активация полиме-
разы (5 мин при 94 ºС); 35 циклов, включаю-
щих денатурацию ДНК (45 с при 94 ºС), отжиг 
праймеров (50 с при 60 ºС) и элонгацию (60 с 
при 72 ºС); финальная элонгация (10 мин при 
72 ºС). ПЦР-продукты визуализировали в 1 % 
геле агарозы. Сравнение с базами данных ну-
клеотидных последовательностей осуществля-
ли с помощью программы BLASTX сервера 
NCBI [13].

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ìетод ПЦР-скрининга позволяет осуще-
ствить отбор штаммов, потенциально 
способных продуцировать вторичные 

метаболиты, по наличию генов их синтеза. Это 
даёт возможность в дальнейшем более адрес-
но проводить поиск продуцентов БАВ с при-
менением микробиологических и биохимиче-
ских методов. Данный подход был применен 
нами для анализа культур, выделенных из 
байкальской губки. Селекцию праймеров осу-
ществляли на основе гомологии наиболее 
консервативным участкам генных кластеров 
PKS и NRPS: KS-домену поликетидсинтаз и 
A-домену нерибосомных пептидсинтаз. Для 
удобства анализа продуктов амплификации в 
агарозном геле учитывали также размер пред-
полагаемых ПЦР-фрагментов: размер участ-
ка гена PKS составлял 700 п.н., NRPS — 1000 
п.н. На начальном этапе исследования 14 бак-
териальных культур, выделенных в 2010 г. из 
пресноводной губки L. baicalensis, были иден-
тифицированы молекулярными методами. 
На основе последовательностей полноразмер-
ных генов 16S рРНК была определена видо-
вая принадлежность штаммов к нескольким 
систематическим группам: филуму Firmicutes 
(Bacillus subtilis, B. cereus, B. weihenstephanensis, 
B. amyloliquefaciens), филуму Actinobacteria 
(Rhodococcus cercidiphylli, Kocuria carniphila, 
Curtobacterium sp.), классу alpha-Proteobacteria 

переносящий домен (PCP) и конденсирующий 
(С) домен. Собранная молекула освобождает-
ся из ферментного комплекса с помощью тио-
эстеразного (ТЕ) домена. Наиболее консерва-
тивным является А-домен [3].

Поскольку последовательности модулей в 
PKS и NRPS системах соответствуют класте-
рам генов в геномах микроорганизмов, обна-
ружить способность сообществ микроорганиз-
мов и их отдельных штаммов продуцировать 
биоактивные компоненты можно с помощью 
ПЦР-детекции данных генов. Задачи данно-
го исследования включали идентификацию 
бактериальных штаммов, выделенных из эн-
демичной байкальской губки L. baicalensis, а 
также ПЦР-скрининг штаммов на наличие в 
их геномах фрагментов гена KS-домена PKS и 
А-домена NRPS.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Îбразцы Lubomirskia baicalensis были со-
браны в апреле 2010 г. в районе пос. 
Листвянка (юго-западное побережье оз. 

Байкал) с глубины 15 м с помощью водолаз-
ной техники. Выделение бактериальных штам-
мов из губки проводили на среде R2A агар 
«Becton Dickinson» (США) по методу, опубли-
кованному ранее [11]. ДНК из бактериальных 
культур выделяли c использованием набора 
«РибоСорб» (АмплиСенс) по инструкции про-
изводителя.

Идентификацию штаммов осуществляли 
путём анализа последовательностей генов 16S 
рРНК. Для этого на основе ДНК каждого штам-
ма с использованием эубактериальных прайме-
ров 9F (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) и 
1525R (5’-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3’) 
[12] проводили амплификацию последователь-
ностей фрагментов рибосомной РНК в следу-
ющем режиме: активация полимеразы (5 мин 
при 94 ºС); 35 циклов, включающих денату-
рацию ДНК (30 с при 94 ºС), отжиг прайме-
ров (60 с при 56 ºС) и элонгацию (90 с при 72 
ºС); финальная элонгация (10 мин при 72 ºС). 
Индивидуальные ПЦР-фрагменты анализиро-
вали путем электрофореза в 0,8 % геле агаро-
зы, после чего экстрагировали, используя набор 
«PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin Extract 
II» («Macherey-Nagel») по методике произво-
дителя. Определение нуклеотидных последова-
тельностей (размером около 1500 п.н.) прово-
дили на автоматическом секвенаторе CEQ 8800 
(«Beckman Coulter Inc.»).

Подбор праймеров для ПЦР-скрининга ге-
нов поликетидсинтаз (PKS) и нерибосомных 
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ку многие представители данного рода извест-
ны как продуценты разнообразных биоактив-
ных метаболитов, в том числе антибиотиков 
и токсинов. В их числе липопептид микосуб-
тилин, итурин А, бацилломицин. По результа-
там ряда работ установлено, что 4 % генома B. 
subtilis составляют кластеры синтеза поликети-
дов и нерибосомных пептидов. Штаммы этого 
вида являются продуцентами бактериоцинов, 
пептидаз, лигаз и разнообразных антибиоти-
ков. В геноме B. amyloliquefaciens были обнару-
жены геннные кластеры PKS, участвующих в 
синтезе диффицидина, макролактина и мации-
лена [15].

Штамм Pseudomonas fluorescens 16-Lb10 
также потенциально способен к синтезу 
БАВ, поскольку известно, что бактерии рода 
Pseudomonas продуцируют целый ряд анти-
бактериальных, противовирусных и цитоток-
сических соединений поликетидной природы 
[16]. Из почвенных штаммов P. fluorescens по-
лучают такие известные антибиотические ве-
щества, как мупироцин и пиолутеорин [17, 18], 
а в геноме комменсала растений Pseudomonas 
fluorescens Pf-5 обнаружены гены синтеза 
производных токсина ризоксина [19]. В во-
дном сообществе Байкала представители рода 
Pseudomonas широко распространены и ранее 
были обнаружены в различных видах губок 
[11, 20]. Показано, что проявляющий антаго-
нистическую активность штамм P. fluorescens 
28Bb-06, выделенный из байкальской губки 
Baikalospongia bacillifera, содержит в своем ге-
номе четыре различных гена PKS [21].

Наличие положительного ПЦР-сигнала 
по PKS и NRPS генам у актинобактерии 

(Brevundimonas vesicularis, Kaistia sp.), клас-
су beta-Proteobacteria (Variovorax paradoxus), 
классу gamma-Proteobacteria (Pseudomonas 
fluorescens). В табл. 1 приводится гомология 
полученных последовательностей 16S рРНК 
с опубликованными в базе данных Genbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) последователь-
ностями рибосомных генов известных бакте-
риальных штаммов.

Следует отметить, что при анализе срав-
нительно небольшой выборки штаммов вы-
явлены представители восьми родов, принад-
лежащие трём бактериальным филумам, что 
говорит о присутствии в составе сообщества L. 
baicalensis значительного разнообразия культи-
вируемых микроорганизмов. В числе выделен-
ных из губки культур находятся представители 
филумов Actinobacteria и Proteobacteria, кото-
рые, по данным наших предыдущих исследова-
ний [14] являются доминирующими в сообще-
стве L. baicalensis.

В результате скрининга в 9 из 14 штаммов 
был отмечен положительный ПЦР-сигнал. 
В пяти случаях продукты амплификации, со-
ответствующие ожидаемым размерам как PKS, 
так и NRPS генов были выявлены у видов рода 
Bacillus. В штаммах Pseudomonas fluorescens 16-
Lb10 и Curtobacterium sp. 32-Lb10 также было 
обнаружено оба ПЦР-продукта. Присутствие 
единственного ПЦР-фрагмента гена PKS было 
выявлено в штамме Variovorax paradoxus 09-
Lb10. У штамма Rhodococcus cercidiphylli 05-
Lb10, напротив, был обнаружен продукт ам-
плификации только гена NRPS.

Присутствие генов синтеза БАВ в штаммах 
рода Bacillus является закономерным, посколь-

Êëþ÷åâûå 
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Таблица 1
 Бактериальные штаммы, изолированные из пресноводной губки L. baicalensis

Штамм
Ближайший гомолог

(номер доступа NCBI)
% го-
мол.

Систематическая 
группа

ПЦР-сигнал
PKS NRPS

03-Lb0410 Bacillus subtilis (AB680489) 100 Firmicutes + +
04-Lb0410 Bacillus subtilis (AB680489) 100 Firmicutes + +
05-Lb0410 Rhodococcus cercidiphylli (HQ588861) 99 Actinobacteria - +
07-Lb0410 Kocuria carniphila (NR_027193) 99 Actinobacteria - -
09-Lb0410 Variovorax paradoxus (CP002417) 99 β-Proteobacteria + -
12-Lb0410 Bacillus subtilis (AB680489) 100 Firmicutes + +
14-Lb0410 Bacillus cereus (AB679980) 100 Firmicutes + +
15-Lb0410 Bacillus cereus (AB679980) 100 Firmicutes - -
16-Lb0410 Pseudomonas fluorescens (HQ288938) 99 γ-Proteobacteria + +
25-Lb0410 Bacillus weihenstephanensis (CP000903) 98 Firmicutes - -
26-Lb0410 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 99 Firmicutes + +
28-Lb0410 Brevundimonas vesicularis (FM955876) 99 α-Proteobacteria - -
30-Lb0410 Kaistia sp. (AM409365) 99 α-Proteobacteria - -
32-Lb0410 Curtobacterium sp. (AB042093) 98 Actinobacteria + +
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быть исследована с помощью микробиологиче-
ских, биохимических и аналитических методов. 
Проведённое исследование важно для понима-
ния принципов и стратегий взаимоотношения 
микроорганизмов, сосуществующих в тесных 
ассоциациях в условиях водной среды.

Работа выполнена при поддержке проекта 
РФФИ №11-04-00323-a и Целевой программы 
РАН «Поддержка вивариев, коллекций, клеточ-
ных и бактериальных культур».
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PCR-SCREENING OF BACTERIA ISOLATED FROM FRESHWATER 
SPONGE LUBOMIRSKIA BAICALENSIS FOR DETECTION OF 
GENES OF SECONDARY METABOLITES

In microbial communities of freshwater sponges there are producers of bioactive metabolites often. 14 
bacterial cultures belonging to Firmicutes, Actinobacteria è Proteobacteria phylums were isolated from 

freshwater sponge Lubomirskia baicalensis habitant in the Baikal Lake. The bacteria were identified with 
molecular methods. Analysis of strain genes of secondary metabolites such as polyketide synthases (PKS) 
and non-ribosomal peptide synthases (NRPS) was carried out with PCR-screening using degenerated primers.

Key words: sponges, Lubomirskia baicalensis, strains of microorganisms, genes of bioactive metabolite 
synthesis, PCR-screening


