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Гены ardA (alleviation of restriction of DNA) от�
ветственны за синтез небольших по размеру
(160–170 аминокислотных остатков), очень кис�
лых (суммарный заряд –25…–30) антирестрикци�
онных белков ArdA [1–4]. Расположены гены
ardA в лидерной области трансмиссивных (конъ�
югативных) плазмид, они одними из первых входят
в клетку�реципиент при конъюгативном переносе
ДНК [3, 4]. Белки ArdA ингибируют одновременно
как рестрикционную (эндонуклеазную), так и мо�
дификационную (метилазную) активность фермен�
тов [3, 4]. Пространственная структура белков ArdA
подобна cтруктуре двухцепочечной ДНК в В�форме
и, следовательно, ArdA относятся к семейству
ДНК�мимикрирующих белков (protein mimicry of
DNA) [5]. 

Впервые ген ardB был обнаружен в трансмис�
сивной плазмиде pKM101 (IncN) [6]. Оказалось,
что белок АrdB, в отличие от ArdA, ингибирует

только рестрикционную (эндонуклеазную) ак�
тивность ферментов рестрикции�модификации
типа I. При изучении генетической структуры
трансмиссивной плазмиды RK2 (IncPα) [7] обна�
ружили ген, кодирующий белок, гомологичный
ArdB, однако не обладавший антирестрикцион�
ной активностью. При повышенной концентра�
ции этот белок ингибировал рост клеток, поэтому
он был отнесен к группе белков�киллеров, полу�
чив наименование KlcA.

В настоящее время GenBank содержит не�
сколько тысяч нуклеотидных и, соответственно,
аминокислотных последовательностей, гомоло�
гичных ArdB и KlcA (и получивших соответству�
ющие наименования), обнаруженных у бактерий
различных видов и семейств, причем как в гено�
ме, так и в составе трансмиссивных плазмид. Бел�
ки ArdB и KlcA состоят из 140–150 аминокислот�
ных остатков, их суммарный заряд равен –5…–7.
Белки вариабельны по первичной структуре, но
содержат в определенных сайтах консервативные
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аминокислотные остатки. Однако фенотипиче�
ские характеристики (aнтирестрикция, или кил�
лер�эффект) у этих белков не определены. Лишь в
2010 г. клонировали несколько генов – ardB и
klcA, и определили основные характеристики со�
ответствующих им белков [8]. Оказалось, что при
значительной вариабельности первичной струк�
туры, эти белки содержат консервативные амино�
кислотные остатки, от которых зависит образова�
ние их уникальной трехмерной структуры – ком�
пактной глобулы в форме тетраэдра. Все шесть
исследованных белков проявляли антирестрик�
ционную (но не антимодификационную) актив�
ность и, в отличие от KlcA (RK2), не обладали
киллерными свойствами.

В настоящей работе клонирован ген yfeB
(ardB) (GenBank Accession no BAB91625.1) из
трансмиссивной плазмиды R64 (IncI1), и опреде�
лены антирестрикционные свойства кодируемо�
го им белка. Причина выбора этого гена двоякая.
Во�первых, белок, кодируемый этим геном, не�
смотря на слабую гомологию с белком ArdB
(pKM101), содержит консервативные аминокис�
лотные остатки (F20, L21, W51, L140, R17, E35,
D61, R125, E133, D141), отмеченные ранее [8].
Во�вторых, мы показали, что в состав плазмиды
R64 входит ген ardA, причем кодируемый им бе�
лок ArdA уникален, поскольку в отличие от стан�
дартных белков ArdA он ингибирует, как и ArdB,
лишь рестрикционную активность ферментов ре�
стрикции�модификации типа I [9]. В настоящей
работе мы охарактеризовали также экспрессию
гена yfeB (ardB) в природной плазмиде R64.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы, бактериофаги и плаз<
миды. В работе использовали штамм Escherichia
coli K12 MG1655 Z1, хромосома которого содер�
жит ген, кодирующий TetR, белок�репрессор
промотора PtetA. Этот штамм получен трансдукци�
ей с помощью фага P1; в качестве донора исполь�
зовали клетки E. coli DH5αZ1 tetR, в геноме кото�
рых ген tetR тесно (90% котрансдукции) сцеплен с
геном, определяющим резистентность бактерии к
спектиномицину. 

В работе использовали также следующие
штаммы E. coli K�12: JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi
supE44 relA1 hsdR17 Δ(lac$proAB) [F’traD36 proAB
lacIqZ ΔM15]; TG�1 thi relA supE44 hsdR17 hsdM
Δ(lac$proAB) [F’traD36 proAB lacIqZ ΔM15] (полу�
чены из коллекции “ГосНИИгенетика”); AB1157
F� thr$1, leu$6, proA2, his$4, thi$1, argE3, lacY1,
galK2, ara14, xyl$5, mtl$1, tsx$33, rpsL31, supE44,
r+m+; NK113 ΔclpP::cat и NK114 ΔclpX::kan,
остальные маркеры как у AB1157 (получены от
N.E. Murray, Англия). 

Бактериофаг Р1 получен из коллекции “Гос�
НИИгенетика”, бактериофаг λvir – от R. Devoret

(Франция). В работе использовали немодифици�
рованные фаги λ.0 и модифицированные фаги
λ.κ, выращенные на E. coli TG�1 и E. coli K�12
AB1157 соответственно. 

Источником генов ardA и yfeB (ardB) служила
трансмиссивная плазмида R64 (IncI1) из коллек�
ции “ГосНИИгенетика”. 

В качестве вектора, содержащего строго регу�
лируемый промотор, использовали вектор серии
pZ с репликоном ColE1 pZE21 Knr [10]. В качестве
строго регулируемой промоторной�операторной
области в данный вектор встроен фрагмент ДНК,
содержащий PltetO$1.

В работе использовали также векторы pUC18 и
T�вектор pTZ57R. Силу промотора оценивали с ис�
пользованием беспромоторного вектора pDEW201,
содержащего сенсор – кассету luxCDABE Photo$
rhabdus luminescens [11]. 

Cреды, ферменты, реактивы. Для выращивания
культур и в опытах с клонированием использовали
L�бульон и L�агар. В питательные среды добавля�
ли антибиотики – ампициллин (100 мкг/мл), ка�
намицин (40 мкг/мл), хлорамфеникол (15 мкг/мл).
Реакции расщепления и лигирования проводили
с использованием ферментов фирмы “Fermentas”
(Литва). Трансформацию клеток E. coli проводи�
ли кальциевым методом согласно [12]. Экспрес�
сию генов в штамме E. coli MG1655Z1 с гибрид�
ными плазмидами серии pZ индуцировали ангид�
ротетрациклином (“Aldrich Sigma”).

Конструирование плазмид. Источником генов
ardA и yfeB (ardB) служила плазмида R64. Эндо�
нуклеолитическое расщепление, лигирование
фрагментов ДНК, электрофорез в агарозном геле,
выделение фрагментов ДНК из агарозного геля
проводили согласно [12]. Ген yfeB (ardB) клониро�
вали с использованием в качестве праймеров сле�
дующих олигонуклеотидов с последующим на�
коплением продуктов с помощью ПЦР:

ardB�Ndir 5'�TGTTCCGGAATATGTGAACAACG�3'; 

ardB�Nrev 5'�CCGGATCCGTTAATCAGTCCAGA�3'.

Ген ardA клонировали с использованием в ка�
честве праймеров олигонуклеотидов ardA�Ndir и
ardA�Nrev: 

ardA�Ndir 5'�
CTGGGATCCGGGAATGTCTGTTGTTGC�3';

ardA�Nrev 5'�
CATTCTGCAGCGGGGGAGTAAATCACCG�3'. 

Праймеры подбирали согласно полной нуклео�
тидной последовательности плазмиды R64 [13]. 

На первом этапе гены ardA и yfeB (ardB) встра�
ивали в вектор pTZ57R и затем по сайтам XbaI–
BamHI переносили в вектор pUC18. В результате
были сконструированы плазмиды pVB1 (содер�
жит ardA) и pVB2 (содержит ardB). 
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На втором этапе гены ardA и yfeB (ardB) пере�
клонировали в вектор pZE21 под контроль строго
регулируемого промотора PltetO$1. Фрагменты ДНК
в вектор встраивали по сайтам KpnI и HindIII.

Антирестрикционную и антимодификационную
активность белков ArdA и ArdB измеряли с исполь�
зованием штаммов E. coli K�12 AB1157 (с гибрид�
ными плазмидами на основе вектора pUC18) и
MG1655Z1 (с гибридными плазмидами на основе
pZE21). Клетки штаммов AB1157 и MG1655Z1
содержат активную систему рестрикции–моди�
фикации типа I EcoKI (R2M2S), клетки штамма
JM109 содержат метилазную форму M2S. 

Методика измерения антирестрикционной и
антимодификационной активностей белков се�
мейства Ard описана в [3, 14].

Измерение интенсивности биолюминесценции.
Экспрессию генов, расположенных в векторе
pZE21, в зависимости от концентрации индукто�
ра – ангидротетрациклина – измеряли при помо�
щи сконструированной ранее гибридной плазми�
ды pZE21�lux [11]. В этой плазмиде под промото�
ром PltetO$1 расположена кассета luxCDABE c
генами�репортерами, кодирующими люциферазу
P. luminescens. Интенсивность биолюминесцен�
ции суспензии клеток измеряли на люминометре,
состоящем из фотоумножителя ФЭУ�85 и микро�
вольтметра В2�15, в специальных кюветах при ком�
натной температуре и объеме суспензии 200 мкл. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование гибридных плазмид

Гены ardA и yfeB (ardB) R64 клонировали в век�
торе pTZ57R с предварительным накоплением
фрагментов ДНК методом ПЦР с использовани�
ем праймеров ardA�Ndir, ardA�Nrev, ardB�Ndir,
ardB�Nrev, затем переклонировали в вектор
pUC18 по сайтам BamH1–XbaI. В результате
сконструировали плазмиды pVB1 и pVB2, содер�
жащие под промотором Plac гены ardA и уfeB
(ardB) R64 соответственно. 

На втором этапе гены ardA и yfeB (ardB) пере�
клонировали в вектор pZE21 под контроль строго
регулируемого промотора PltetO$1. Фрагменты ДНК
встраивали в вектор по сайтам KpnI–HindIII.

Гибридные плазмиды pZE21�ardA, pZE21�ardB
вводили трансформацией в клетки штамма E. coli
MG1655Z1. В качестве индуктора транскрипции
с промотора PltetO$1 использовали производное
тетрациклина – ангидротетрациклин. 

Для количественной оценки внутриклеточной
концентрации антирестрикционных белков при�
меняли ранее разработанный биолюминесцент�
ный метод с использованием pZE21�lux в каче�
стве плазмиды�биосенсора [14]. 

Зависимость интенсивности биолюминесценции 
от концентрации индуктора

(калибровочная кривая)

Внутриклеточные концентрации синтезируе�
мых белков мы оценивали с помощью биолюми�
несцентного метода. Интенсивность биолюми�
несценции суспензии клеток штамма MG1655Z1,
содержащих гибридную плазмиду pZE21�lux c ге�
нами�репортерами luxCDABE, в широких преде�
лах (более шести порядков) прямо пропорцио�
нальна внутриклеточной концентрации синтези�
руемой люциферазы. Высокая чувствительность
биолюминесцентного метода позволяет оцени�
вать сверхмалые концентрации фермента в клет�
ке. Результаты, полученные при помощи плазми�
ды pZE21�lux, приведены на рис. 1. Интенсивность
биолюминесценции (приведенная в относитель�
ных единицах) клеток E. coli MG1655Z1 с гибрид�
ной плазмидой pZE21�lux варьирует от 10 (в отсут�
ствие ангидротетрациклина) до 50000 (20 нг и бо�
лее ангидротетрациклина – условие полного
открытия промотора), т.е. примерно в 5000 раз.
Соответственно, в 5000 раз возрастает в клетке и
количество люциферазы. В результате получена
калибровочная кривая, определяющая количе�
ство белка люциферазы в клетке в зависимости от
концентрации индуктора ангидротетрациклина.
Можно предполагать, что при клонировании ге�
нов ardA и yfeB (ardB) в плазмиде pZE21 и при та�
ких же условиях экспрессии относительное коли�
чество белка будет варьировать в тех же пределах,
как и количество люциферазы.

Измерение антирестрикционной 
и антимодификационной активностей

у белков ArdA и ArdB

На первом этапе гены ardA и yfeB (ardB) кло�
нировали в векторе pUC18. Для измерения анти�
рестрикционной и антимодификационной ак�
тивностей белков ArdA и ArdB использовали
штаммы E. coli K�12 AB1157 и JM109. Клетки
штамма AB1157 содержат активную систему ре�
стрикции�модификации типа I EcoKI (R2M2S),
клетки штамма JM109 содержат метилазную фор�
му M2S. Антирестрикционную активность ArdA и
ArdB измеряли титрованием бактериофага λ.0,
содержащего неметилированную ДНК. Антимо�
дификационную активность ArdA и ArdB измеря�
ли следующим образом: фагом λ.0 заражали клет�
ки штамма E. coli JM109 r–m+, после одиночного
цикла размножения полученный фаголизат (в
табл. 1 обозначен как λjm109) титровали на штам�
мах TG�1 и AB1157. Результаты измерений пред�
ставлены в табл. 1. Как видим, на клетках штамма
AB1157 эффективность посева фага λ.0 примерно
на четыре порядка ниже, чем при высеве этого фага
на контрольном хозяине, не содержащем систему
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рестрикции�модификации типа I (в качестве кон�
трольного штамма использовали штамм TG�1). 

При клонировании гена ardA R64 в векторе
pUC18 под lac�промотором белок ArdA ингиби�
рует, причем практически полностью, лишь ре�
стрикционную, но не модификационную актив�
ность фермента EcoKI. 

Белок ArdB R64 (при клонировании гена yfeB
(ardB) в векторе pUC18) также ингибирует лишь
рестрикционную, но не модификационную ак�
тивность фермента EcoKI, однако, в отличие от
ArdA, рестрикционная активность ингибируется
лишь частично. 

Зависимость антирестрикционной активности 
белков ArdA и ArdB от их содержания 

в бактериальной клетке

Антирестрикционную активность ArdA и ArdB
определяли методом высева бактериофага λ.0 на

клетках штамма MG1655Z1 (содержащих гибрид�
ную плазмиду с генами ardA или yfeB (ardB)).
Так как геном штамма MG1655Z1 содержит ге�
ны hsdRMS, кодирующие фермент рестрикции�
модификации типа I EcoKI, эффективность посе�
ва фага λ.0 на нем примерно на четыре порядка
ниже, чем на контрольном хозяине, не содержа�
щем систему рестрикции�модификации типа I.
Однако, если штамм MG1655Z1 содержит плаз�
миду с клонированными генами ardA или yfeB
(ardB), то эффективность посева фага изменяется
в зависимости от количества синтезируемого ан�
тирестрикционного белка, причем с увеличением
количества белка эффективность посева возрас�
тает от 10–4 (ингибирование отсутствует) до 1 (пол�
ное ингибирование ферментов рестрикции�моди�
фикации). В результате получили представленные
в табл. 2 зависимости антирестрикционной актив�
ности от концентрации белков ArdA и ArdB.

Таблица 1. Влияние белков ArdA и ArdB на EcoKI�рестрикцию и EcoKI�модификацию в  E. coli K12 AB1157 r+m+

и JM109 r–m+ при условии клонирования соответствующих генов ardA и yfeB (ardB) в векторе pUC18*

Плазмида Белок Коэффициент рестрикции (K) фага
 λ.0 на AB1157 r+m+**

Коэффициент рестрикции (K) фага 
λjm109 на AB1157 r+m+**

pUC18 Отсутствует 2.0 × 10–4 1

pVB1 (pUC18) ArdA 1 1

pVB2 (pUC18) ArdB 0.2 1

* Фагом λ.0 заражали клетки штамма E. coli JM109 r–m+, после одиночного цикла размножения фаголизат (обозначен как λjm109)
титровали на штаммах TG�1 и AB1157.
** Коэффициент рестрикции (K) определяли по отношению титра фага λ.0 (третий столбец) и λjM109 (четвертый столбец) на
штамме AB1157 к титру этого фага на штамме TG�1 r–m–. 
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Рис. 1. Содержание люциферазы (в относительных единицах, OE) в клетках E. coli MG1655Z1, несущих плазмиду
pZE21�lux, в зависимости от концентрации ангидротетрациклина.
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Снижение эффективности ингибирования ре�
стрикционной активности EcoKI у белка ArdA
наблюдается, когда концентрация белка стано�
вится в 10 раз меньше максимальной (20 нг/мл
ангидротетрациклина), что соответствует 5 нг/мл
ангидротетрациклина.

Значительно слабее выражена антирестрикци�
онная активность у белка ArdB. Уже при условии
максимальной для данного промотора экспрес�
сии гена (20 нг/мл ангидротетрациклина) уровень

антирестрикции снижен примерно в 4 раза, а при
меньших концентрациях индуктора антире�
стрикционная активность быстро падает практи�
чески до нуля (рис. 2).

Экспрессия гена yfeB (ardB) в составе 
трансмиссивной плазмиды R64

Для оценки эффективности экспрессии гена
yfeB (ardB) в составе нативной трансмиссивной

Таблица 2. Антирестрикционная активность белков ArdB и ArdA R64 в зависимости от их внутриклеточной кон�
центрации* 

Ангидротетрациклин,
нг/мл

Внутриклеточная концентрация 
белка ArdA/ArdB, ОЕ (отн. ед.) 

Фактор ослабления (R)** EcoKI�рестрикции 

для белка ArdB для белка ArdA

0.0 4  1  5

0.2 6  1  6

0.5 8  1  10

1.0 12  1  20

2.0 30  1  120

5.0 150  4  400

7.5 500  10 1000

10.0 1000  100 2500

15.0 4000  400 5000

20.0 5000  1000 5000

* Гены ardA и ardB клонированы в векторе pZE21 под промотором PltetO$1.
** Фактор ослабления рестрикции R = K+/K–, где K– – коэффициент рестрикции для MG1655Z1 без плазмиды, K+ – коэф�
фициент рестрикции для MG1655Z1 с плазмидой, содержащей ген ardA или yfeB (ardB).
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Рис. 2. Антирестрикционная активность белков ArdA и ArdB в зависимости от их внутриклеточной концентрации. 1 –
ArdB; 2 – ArdA.

6



274

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 2  2012

БАЛАБАНОВ и др.

плазмиды R64 на основе беспромоторного векто�
ра pDEW201 сконструированы гибридные плаз�
миды pMyfe1, pMyfe2, pMyfe3. С помощью ПЦР
амплифицированы фрагменты ДНК, располо�
женные в R64 непосредственно перед геном yfeB
(ardB), и затем встроены в вектор pDEW201 перед
кассетой luxCDABE P. luminescens. В плазмиду
pMyfe1 встроен фрагмент ДНК размером 1457 п.н.
содержащий не только ген yfeA, но и yfdA, а так�
же участок перед геном yfdA. Плазмида pMyfe2
(670 п.н.) содержит ген yfeA и его промоторную
область. Плазмида pMtfe3 (325 п.н.) содержит
лишь фрагмент гена yfeA (рис. 3). Плазмиды
трансформировали в клетки E. coli TG�1 и расти�
ли при 37°С до OD = 0.3, после чего отбирали про�
бы по 200 мкл и измеряли интенсивность биолю�
минесценции. Как видно из данных, представ�
ленных в табл. 3, только в клетках E. coli TG�1,
содержащих плазмиды pMyfe1 и pMyfe2, люми�
несценция была примерно в 10 раз выше, чем в
контрольных клетках или в клетках с плазмидой
pMyfe3. Следовательно, ген yfeB (ardB) транскри�
бируется с промотора, расположенного перед ге�
ном yfeA. Отметим, что этот промотор относится
к слабым промоторам. При встраивании в вектор
pDEW201 сильных промоторов (PtetA, Plac) интен�
сивность свечения возрастает в тысячи раз. Таким
образом, можно заключить, что перед геном yfeB

(ardB) промотор отсутствует, а транскрипция
происходит лишь со слабого промотора, располо�
женного перед предыдущим геном – yfeA, рамка
считывания которого частично перекрывается с
началом белка ArdB.

Естественно, что при столь низком уровне
экспрессии ген yfeB (ardB) в составе нативной
трансмиссивной плазмиды R64 практически не
влияет на процесс рестрикции�модификации,
осуществляемый ферментами типа I.

Антирестрикционная активность ArdB 
не связана с протеазой ClpXP

Известно [15], что протеаза ClpXP расщепляет
R�субъединицу фермента рестрикции�модифи�
кации типа I (EcoKI) при контакте фермента с не�
модифицированной ДНК. В результате в бакте�
риальной клетке наблюдается ослабление ре�
стрикции (в связи с уменьшением количества
эндонуклеазы R), но модификационная (мети�
лазная) активность фермента остается неизмен�
ной. Так как белок ArdB, ингибируя рестрикци�
онную активность фермента EcoKI, практически
не влияет на его модификационную активность,
можно предположить, что антирестрикционное
действие ArdB связано со стимуляцией протеоли�
тической активности протеазы ClpXP. Для про�
верки данной гипотезы мы измерили антире�
стрикционную активность ArdB в штаммах E. coli,
мутантных по генам clpXP (результаты представ�
лены в табл. 4). Как видим, мутации clpX и clpP не
влияют на антирестрикционную активность бел�
ка ArdB.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Белки ArdA и ArdB обладают антирестрикци�
онной активностью. Однако, если белки семей�
ства ArdA ингибируют действие ферментов ре�
стрикции�модификации типа I в результате пря�
мого контакта с ферментом [16], то белки
семейства ArdB не взаимодействуют непосред�
ственно с ферментами [8]. Следовательно, инги�
бирующий эффект белков ArdB имеет косвенную
природу. В настоящее время механизм антире�
стрикционной активности белков типа ArdB
остается неизвестным. В качестве рабочей гипо�

yfdADir1E1
yfeADir2E1 yfeADir3E1 yfeBrevSD yfeB(ardB)

yfeA

Рис. 3. Расположение генов yfdA, yfeA и yfeB (ardB), а также участков ДНК различной длины перед геном yfeB (ardB) в
трансмиссивной плазмиде R64 (IncI1). Правый конец клонированных фрагментов ДНК обозначен как yfeBrevSD.
Длины фрагментов (п.н.): yfdADir1E1 – 1457 п.н., yfeADir2E1 – 670 п.н., yfeADir3E1 – 325 п.н.

Таблица 3. Оценка силы промотора и его расположе�
ния перед геном yfeB (ardB) в трансмиссивной плазми�
де R64

Плазмида Интенсивность свечения, 
отн. ед.* 

pDEW201 (контроль)  70 

pMyfe1 490

pMyfe2 510 

pMyfe3  80

* Представлены данные по биолюминесценции бактериаль�
ных клеток штамма E. coli TG�1, трансформированных дан�
ными плазмидами.
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тезы можно предположить, что белки ArdB кос�
венно влияют на процесс АТР�зависимой транс�
локации нити ДНК через R�субъединицу фер�
мента EcoKI (R2M2S), например, снижая в клетке
концентрацию АТР. Поэтому клетке требуется
значительное количество молекул ArdB – более
40000, и, возможно, по этой же причине свойства
ArdB сближают его с киллерными белками, инги�
бирующими деление клеток. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (10�04�00541).
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Таблица 4. Антирестрикционная активность ArdB в штаммах E. coli NK113 и NK114, дефектных по протеазе
ClpXP

Штамм Плазмида Белок Коэффициент рестрикции (K) фага λ.0
на AB1157 r+m+* 

NK113 ΔclpP pUC18 Отсутствует 9.0 × 10–5

NK113 ΔclpP pVB2 ArdB 0.2

NK114 ΔclpX pUC18 Отсутствует 8.0 × 10–5

NK114 ΔclpX pVB2 ArdB 0.3

* Коэффициент рестрикции (K) определяли по отношению титра фага λ.0 на штамме AB1157 к титру этого фага на штамме
TG�1 r–m–. 
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