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Продукт гена rel у микобактерий является 
основным белком, синтезирующим или рас-
щепляющим гуанозинтетрафосфат (ppGpp). 
ppGpp – регуляторная молекула бактерий, во-
влеченная в процессы стринджент-ответа, 
персистенции, адаптации к различным видам 
стресса. Способность микобактерий персисти-
ровать в человеческом организме – это значи-
тельная преграда в борьбе с туберкулезом, огра-
ничивающая применение как лекарственных 
препаратов, так и вакцин [4].

Микобактериальный белок Rel в значитель-
ной степени гомологичен ppGpp-синтетазам Es-
cherichia coli, последовательность аминокислот 
которых кодируется двумя генами – relA и spoT. 
Их продукты выполняют схожие функции в ки-
шечной палочке: ответственны за стринджент-
ответ, регуляцию персистенции, устойчивость 
к антибиотикам, вирулентность, выживание в 
организме хозяина [6].

Возрастание внутриклеточной концентрации 
ppGpp в условиях стресса повышает избиратель-
ность связывания альтернативных субъединиц с 
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кор-ферментом РНК-полимеразы, в частности 
σS или RpoS, ответственной за экспрессию генов 
адаптации к стационарной фазе, голоданию и 
многим другим стрессорным воздействиям [2]. 
Кроме того, гуанозинтетрафосфат индуцирует 
также транскрипцию σS, которая, таким образом, 
проявляет зависимость от ppGpp [5].

Это свойство в некоторых случаях исполь-
зуется для оценки внутриклеточного содержа-
ния гуанозинтетрафосфата, так как базовый 
уровень его концентрации с трудом определяет-
ся методами аналитической химии. В то время, 
транскрипция ppGpp-зависимых генов точно 
характеризует внутриклеточное содержание 
этой регуляторной молекулы [7].

Для оценки экспрессии можно использо-
вать слияния промотора гена rpoS и последо-
вательности репортерного гена, экспрессия 
которого, в свою очередь, определяется путем 
измерения ферментативной активности его бел-
ковых продуктов [7].

Поэтому для проверки функциональности 
экспрессионной шаттл-плазмиды pMind [3], 
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которая содержит вставку кодирующей после-
довательности гена rel из Mycobacterium smeg-
matis, она была трансформирована в штамм 
кишечной палочки, несущий трансляционное 
слияние промотора гена rpoS и последователь-
ности гена lacZ, кодирующего β-галактозидазу 
Escheriсhia coli [9].

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования исполь-

зованы штаммы Escheriсhia coli и Mycobacte-
rium smegmatis (см. табл. 1). 

В целях исследования функций белка Rel 
M. smegmatis был сконструирован экспрессион-
ный шаттл-вектор pMind со вставкой кодирую-
щей последовательности гена relMsm. Последо-
вательность белка была взята из базы данных 
BioCyc [11]. На ее основе были сконструиро-
ваны праймеры rel Msm Nde и rel Msm Pac (см. 
табл. 2), фланкирующие кодирующий регион 
гена и несущие сайты для рестриктаз NdeI и 
PacI (Thermo Scientifi c).

Далее при помощи этих праймеров и вы-
сокоточной ДНК-полимеразы Phusion (Thermo 
Scientifi c) была проведена ПЦР на матрице M. 
smegmatis mc2155 и амплифицирован фрагмент 

ДНК (98°С 30′′; 98°С 10′′ 72°С 90′′ 35x; 72°С 5′), 
который затем был очищен от компонетов ПЦР.  

После инкубирования при 72°С в течение 
30 минут в присутствии Taq-полимеразы (Ther-
mo Scientifi c) и 0,2 mM dATP были добавлены 
адениловые липкие хвосты. Амплифицирован-
ный фрагмент ДНК был клонирован в промежу-
точный вектор pTZ57R при помощи InsTAclone 
PCR Cloning Kit (Thermo Scientifi c). Полученная 
плазмида pTZ57R::relMsm была секвенирована 
при помощи праймеров, указанных в таблице 
2. Замен обнаружено не было.

Плазмиды pMind и pTZ57R::relMsm были 
выделены из E. coli BMH pMind и BMH 
pTZ57R::relMsm методом щелочного лизиса [8], 
специфически расщеплены рестриктазами NdeI 
и PacI в присутствии буфера O и буфера PacI 
(Thermo Scientifi c) соответственно в течение 
14 часов при 37°С. Фрагменты линейной ДНК 
длиной около 6 т. п. о. и 2,4 т. п. о. были выде-
лены при помощи гель-электрофореза (BioRad, 
90V, 1 час).

Вектор pMind и вставка relMsm с липкими 
концами были смешаны в соотношении 1:2 и 
подвергнуты обработке Т4 ДНК-лигазой (Ther-
mo Scientifi c) при 4°С в течение ночи.

Таблица 1 – Штаммы и плазмиды, использованные в работе

Штамм Генотип или описание

Escheriсhia coli

BMH thi, supE, Δ(lac-proAB), [F´, proAB, lacIqZΔM15]

BMH pTZ57R::relMsm BMH, но pTZ57R::relMsm 

BMH pMind BMH, но pMind

BMH pMind::relMsm BMH, но pMind::relMsm

RO91
F- araD139 Δ(argF-lac)U169 deoC1 rpsL150 relA1 flbB5301 ptsF25 rbsR λRZ5 

[rpoS742::lacZhybr] AmR

RO91 pMind RO91, но pMind

RO91 pMind::relMsm RO91, но pMind::relMsm

Mycobacterium smegmatis

mc2155 ATCC 607, но ept

Плазмиды

pTZ57R::relMsm Промежуточный вектор с вставкой relMsm; AmR

pMind Экспрессионный микобактериальный шаттл-вектор; KmR, HygR

pMind::relMsm pMind, но PtetA::relMsm

Микробные симбиозы в экосистемах
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2 мкл лигазной смеси были смешаны с 
клетками E. сoli BMH и трансформированы 
при помощи Eppendorf Eporator согласно про-
токолу Mainiatis [8]. Спустя 1–2 часа культура 
высевалась на чашку с антибиотиком, был про-
веден отбор на устойчивость к канамицину (50 
мкг/мл). Полученные штаммы проверены на 
устойчивость к гигромицину (50 мкг/мл) и к 
гигромицину с канамицином. 

Очищенную плазмиду со вставкой анализи-
ровали при помощи гель-электрофореза (120V, 
20 минут), рестрикционного анализа по сайтам 
BamHI а также при помощи ПЦР с праймерами 
Up pMind и Low pMind (табл. 2), амплифици-
рующими участок с сайтом клонирования.

Отсутствие замен нуклеотидов подтверж-
дено при помощи секвенирования ДНК с прай-
меров, указанных в таблице 2. 

Полученная плазмида, а также плазмида без 
вставки были использованы для трансформации 
штамма E. coli RO91, несущего фаг λ с транс-
ляционным слиянием rpoS::lacZ. Отбор произ-
водили по указанному выше способу, наличие 
слияния подтверждено ПЦР со специфичными 
праймерами rpoS Nde и Lowlink (см. табл. 2).

Полученный штамм RO91 pMind::relMsm 
сравнивали с контрольным RO91 pMind при 
помощи  β-галактозидазной реакции с ОНФГ 
по Миллеру [1]. 

Перед экспериментом штаммы, сохраняе-
мые на скошенном LB-агаре под слоем вазелина 
при +4оС, высевали на 5 мл питательной среды 
LB с добавлением соответствующих антибио-
тиков. После 6 часов культивирования в термо-
статируемом шейкере при 37ºС клетки перено-

сили на 50 мл богатой среды LB в коническую 
колбу (250 мл) с добавлением антибиотиков. 
Культивировали 16 ч в термостатируемом шей-
кере при 37оС, 120 оборотов/мин.  Далее для 
проведения эксперимента культуру переноси-
ли на 50 мл свежей среды, доводя плотность 
культуры на среде LB до OD600=0,1. Биомассу 
клеток оценивали после предварительного раз-
ведения культуры физиологическим раствором 
по оптической плотности при длине волны 600 
нм на спектрофотометре. 

Культуры для измерения β-галактозидазной 
активности отбирали после разведения через 
2, 4, 6, 24, 48 и 72 часа и инкубировали при 28 

оС в присутствии хромогенного субстрата для 
β-галактозидазы. Интенсивность желтой окра-
ски продуктов β-галактозидазной реакции оце-
нивали на спектрофотометре при длинах волн 
420 и 550 нм.

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили с использованием пакета 
стандартных программ Statistica 5.0. Экспери-
мент имеет 4 повторности.

Результаты исследования 
и их обсуждение
Нами изучено влияние экспрессии гена rel 

из Mycobacterium smegmatis в шаттл-векторе 
pMind на активность трансляционного слия-
ния промотора гена rpoS, кодирующего σS-
субъединицу РНК-полимеразы Escherichia coli, 
и гена lacZ, кодирующего β-галактозидазу.

Уровень активности слияния в штамме 
RO91 с плазмидой со вставкой гена relMsm срав-
нивали с активностью слияния в штамме с плаз-

Таблица 2 – Олигонуклеотиды, использованные для ПЦР и секвенирования

Праймер Последовательность нуклеотидов
ПЦР

rel Msm Nde 5'-TCCATATGCTGGGCAGGAGGTGACA-3'
rel Msm Pac 5'-CGCGTTAATTAACCGCTCGATCAGGC-3'
Up pMind 5'-CCGGGCCCCGAGCAACACG-3'

Low pMind 5'-CCGCAGGCTCGCGTAGGAATCATC-3'
rpoS Nde 5'-GCCACCATATGAGTCAGAATACGCTGAAAGTT-3'
Lowlink 5'-ACGCCGAGTTAACGCCATCAAAAA-3'

Секвенирование
Up pMind 5'-CCGGGCCCCGAGCAACACG-3'

Low pMind 5'-CCGCAGGCTCGCGTAGGAATCATC-3'
rel Msm seq 1 5'-GCGATCCTGCACCCCAAGAAGTA-3'
rel Msm seq 2 5'-TCATCAAGCGCTGCAACGGAAGT-3'
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мидой без вставки. Результаты исследования 
показали, что штамм с вставкой имеет более 
высокий уровень экспрессии rpoS, чем штамм 
без вставки. Наибольшие различия наблюдались 
в стационарной фазе культуры (24, 48, 72 час) 
по сравнению с фазой экспоненциального роста 
(2, 4, 6 час) (рис. 1). 

Исходя из этого, можно сделать вывод 
о наличии экспрессии с промотора гена tetA 
плазмиды pMind в Escherichia coli, а также о 
сохранении ppGpp-синтетазной активности ми-
кобактериального белка Rel.  

Биомассу культуры оценивали по опти-
ческой плотности. Значимых различий между 
штаммами c плазмидой с вставкой rel и без 
вставки не обнаружено (рис. 2).

Дополнительно были проведены экспери-
менты по измерению активности rpoS в штамме 
с pMind::relMsm при добавке 10 и 20 ng/ml тетра-
циклина, индуктора экспрессии с промотора гена 
тетрациклиновой устойчивости tetA в сравнении с 
контролем без добавки. Значимых различий меж-
ду культурами обнаружено не было, что предпо-
ложительно является следствием неспособности 

Рисунок 1 – Активность трансляционного rpoS-lacZ слияния в зависимости от времени культивирования 
в штаммах с плазмидой pMind с вставкой rel из Mycobacterium smegmatis и без вставки в Escherichia coli

Рисунок 2 – Изменение оптической плотности культуры RO91 pMind в зависимости 
от времени культивирования

Микробные симбиозы в экосистемах
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репрессора TetR из pMind связываться с регуля-
торными участками в Escherichia coli.

Способность белка Rel из Mycobacterium 
smegmatis проявлять ферментативную актив-

ность в Escherichia coli может быть связана с 
высокой степенью гомологии бактериальных 
ppGpp-синтетаз [10]. 
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