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Аннотация

В работе были определены активности мутантных нуклеаз Serratia marcescens при
базальном уровне экспрессии их генов, находящихся в плазмиде pHisNucSma. Установ-
лена обратная корреляция между элиминацией плазмид pHisNucSma и активностью
эндонуклеаз S. marcescens при базальном уровне экспрессии их генов. Показано, что
чем выше уровень активности мутантных эндонуклеаз S. marcescens, тем выше устой-
чивость рекомбинантных штаммов к ампициллину. Выявлена корреляция между уров-
нем устойчивости к ампициллину, активностью β-лактамазы и количеством копий
плазмид pHisNucSma в рекомбинантных штаммах E. coli TGE900.
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Введение

В настоящее время методы генетической инженерии применяются для ре-
шения широкого круга задач в области молекулярной биологии и биотехноло-
гии. Одной из таких задач, наиболее часто реализуемой на практике, является
создание на основе технологии рекомбинантной ДНК штаммов, обладающих
способностью синтезировать в большом количестве необходимый белок. Такой
сверхсинтез может осуществляться в результате как повышения дозы гена, так
и увеличения его транскрипционной активности [1]. Векторная ДНК придает
клетке-хозяину новые свойства, дающие ей селективные преимущества. Однако
репликативный синтез плазмидной ДНК, сверхсинтез продукта чужеродного
гена являются дополнительной метаболической нагрузкой для клетки-хозяина
[2], поэтому в неселективных условиях плазмида может элиминировать из клет-
ки. В связи с этим для поддержания высокого уровня генной экспрессии чуже-
родной ДНК очень важной является проблема стабильности вектора.

Эндонуклеаза Serratia marcescens в последние годы находит широкое при-
менение в биохимических исследованиях, молекулярной биологии, медицине и
сельском хозяйстве. Возрастающие потребности в препарате вызывают необ-
ходимость в исследованиях, направленных на получение новых сверхпродуцен-
тов этого фермента и изучение его свойств [3, 4]. Фермент может быть исполь-
зован для деградации ДНК и РНК, очистки белков, может служить моделью



ВЛИЯНИЕ БАЗАЛЬНОГО УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ЭНДОНУКЛЕАЗЫ… 107

для исследования механизмов транспорта белков из клетки во внеклеточную
среду у грамотрицательных бактерий [5].

Для некоторых представителей семейства родственных нуклеаз показано
участие в процессах, включающих размножение праймеров для репликации
митохондриальной ДНК посредством более предпочтительного расщепления
GC-богатых последовательностей, содержащихся в транскриптах консерватив-
ной последовательности block II (CSBII) в участке D-петли mtDNA и в области
перед митохондриальным геном tRNAPhe в случае бычьей нуклеазы EndoG [6],
репарации и рекомбинации ДНК в случае Nuc1 [7] и, по-видимому, трофиче-
скую функцию для внеклеточных нуклеаз Anabaena sp. и Serratia marcescens.
Внеклеточная эндонуклеаза S. marcescens обладает избирательностью расщеп-
ления отдельных фосфодиэфирных связей в молекуле субстрата. Как в одноце-
почечной, так и в двуцепочечной ДНК в первую очередь расщепляются GC-бо-
гатые районы, а последовательности, обогащенные АТ-парами, разрушаются с
гораздо меньшей скоростью [8]. ДНК/РНК гибриды, в свою очередь, являются
лучшими субстратами вероятно потому, что нити ДНК в гибридном дуплексе
проявляют общую А-подобную конформацию [9].

Цель настоящей работы – определить влияние базального уровня экспрес-
сии эндонуклеазы Serratia marcescens на стабильность и копийность плазмид
pHisNucSma в клетках рекомбинантных штаммов Escherichia coli.

1. Материалы и методы

1.1. Объекты исследования. В работе были использованы штаммы
Escherichia coli TGE900 и LK111λ, несущие плазмиды pHisNucSmaHis89Ala,
pHisNucSmaArg57Ala и pHisNucSmawt. В этих плазмидах мутантные варианты
генов эндонуклеазы Serratia marcescens находятся под контролем PL-промотора
фага λ, а транскрипционная активность регулируется термочувствительным
С1-репрессором (рис. 1) [4].

Рис. 1. Конструкция плазмиды pHisNucSma

1.2. Питательные среды. Для выращивания штаммов микроорганизмов
использовались жидкая и твердая LB-среды [11].

Для создания селективных условий при культивировании рекомбинантных
штаммов в LB-среду вносили ампициллин в концентрации 150 мкг/мл.

Плазмидная ДНК выделялась из клеток штаммов LK111λ по стандартной
методике [11].
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Для проведения электрофореза использовалась 1%-ная агароза в трис-бо-
ратном буфере, рН 8.0 [12].

Компетентные клетки бесплазмидного штамма E. coli TGE900 получали по
методике [13].

Для трансформации клеток-хозяев использовали метод теплового шока [14].
Для индукции генов эндонуклеазы ночную культуру клеток, выращенную

при 30 °С на LB-агаре, высевали в 10 мл LB-бульона и инкубировали 4–5 ч при
30 °С, после чего температуру культивирования повышали до 42°С и инкуби-
ровали в течение 2 ч. Затем отбирали 1 мл культуры, осаждали центрифугиро-
ванием, надосадок удаляли, а к осадку добавляли 50 мкл буфера для нанесения
проб и кипятили в течение 8 мин на кипящей водяной бане.

Разделение белков проводили по стандартной методике [12].

1.3. Элиминация плазмид с помощью этидиум бромида. К 4.9 мл LB-
бульона добавляли 0.1 мл свежеобновленной культуры, выращенной в LB-буль-
оне, и этидиум бромид в концентрациях 50 и 200 мкг/мл. После 18-часового
инкубирования бактерий при 28 °С делали высевы по 0.1 мл культуры из раз-
ных разведений на чашки с LB-агаром. Параллельно производили высевы куль-
туры, не обработанной элиминирующим агентом. Выросшие отдельные коло-
нии перекалывали на чашки с LB-агаром с добавлением ампициллина в кон-
центрации 125 мкг/мл. Об элиминации судили по потере клетками признака
устойчивости к ампициллину.

1.4. Определение активности неспецифических нуклеаз с помощью ин-
дикаторного агара. Индикаторная среда готовилась по методике, предложен-
ной Майсс с соавт. [15].

К 100 мкл пробы, отобранной до начала лизиса культуры, добавляли 10 мкл
лизата, отобранного через 10 мин после начала лизиса. Лизис клеток проводи-
ли лизоцимом в концентрации 0.2 г/мл при температуре 37 °С. На чашки с ин-
дикаторной средой наносились 10 мкл пробы и инкубировали в течение ночи
при комнатной температуре. Активность нуклеазы на индикаторной среде оп-
ределяли по формуле:

2 ,A rπ= (1)
где А – активность нуклеазы; r – радиус зоны с измененной окраской индика-
торной среды.

1.5. Определение уровня резистентности к антибиотику. В чашки Петри
заливали LB-агар с градиентом антибиотика. Засевали на следующий день пет-
лей с культурой клеток по направлению к максимальной концентрации анти-
биотика. Инкубировали в течение ночи при 28 °С.

0.1 мл культуры в стационарной фазе роста, разведенной в физиологиче-
ском растворе (4⋅103 – 6⋅103 бактериальных клеток), высевали на LB-агар, со-
держащий различные концентрации ампициллина (± 500 мкг/мл от точки пре-
кращения роста на чашках). За уровень резистентности принимали минималь-
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ную концентрацию антибиотика, при которой не происходило видимого роста
через 18–20 ч инкубирования при 28 °С [16].

1.6. Определение активности β-лактамазы. Культуру клеток выращивали
в течение 18 ч при 28 °С в 50 мл LB-бульона. В качестве контроля были взяты
клетки бесплазмидных штаммов TGE900. Клетки осаждали центрифугировани-
ем при 5000 об/мин в течение 25 мин. Осадок ресуспендировали в 5 мл буфера
TES следующего состава: 0.1 М NaCl; 10 мМ трис-HCl; 1 мМ ЭДТА; рН 7.8 и
доводили оптическую плотность образцов на ФЭК до величины А530 = 0.18.
Отбирали 10 мл и разрушали клетки с помощью лизоцима в концентрации 0.2
г/мл при 37 °С в течение 1 ч. Затем к полученной вязкой субстанции добавляли
ДНКазу в концентрации 0.1 мкг/мл и выдерживали 30 мин при 37 °С до исчез-
новения вязкости.

Йодометричесоке титрование проводилось по методике, предложенной
С. Перрет[17].

β-лактамазную активность рассчитывали по формуле:

1 2( ) 10 ,
60 2 1

V V k T dx
F

− ⋅ ⋅ ⋅ ⋅=
⋅ ⋅ ⋅

(2)

где х – условные единицы активности β-лактамазы; V1 – количество 0.01 н. рас-
твора гипосульфита натрия, пошедшего на титрование в контрольном опыте,
мл; V2 – количество 0.01 н. раствора гипосульфита натрия, пошедшего на тит-
рование исследуемого раствора, мл; k – поправка 0.01 н. раствора гипосульфита
натрия (1); Т – теоретическая активность натриевой (1667 ед/мл) или калиевой
(1600 ед/мл) солей бензилпенициллина; d – степень разведения основного рас-
твора, содержащего β-лактамазу; F – количество 0.01 н. раствора йода, погло-
щаемого 1 мг бензилпенициллина (для натриевой соли – 2.26, для калиевой со-
ли – 2.15), мл; множитель «10» – коэффициент разведения исходной суспензии
объемом 1 мл, к которой добавлено 9 мл раствора бензилпенициллина; множи-
тель «60» – количество единиц пенициллина, инактивируемого 1 ед. пеницил-
линазы за 60 мин при 37 °С; множитель «2» – количество испытуемого раство-
ра, взятого для испытания, мл; множитель «1» – объем раствора, взятого для
определения активности в 1 мл.

2. Результаты и обсуждения

С развитием техники рекомбинантной ДНК и выяснением механизмов ре-
гуляции активности генов появилась возможность создавать генноинженерные
конструкции, содержащие структурные гены донора ДНК и регуляторные по-
следовательности из генома реципиента, что способствует эффективной экс-
прессии структурных генов в гетерологичной системе клетки [18]. Но даже в
отсутствие индуктора существует определенный базальный уровень выражения
гена, он может быть ниже (в присутствии большего количества белка-репрес-
сора) или выше (если количество белка-репрессора уменьшено) среднего ба-
зального уровня [19].

В качестве клетки-хозяина при создании рекомбинантных штаммов широко
используется бактерия Еscherichia coli. Ее генетическая система хорошо изуче-
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на на молекулярном уровне, она легко идентифицируется, обладает высокой
скоростью роста. Кроме того, Е. coli способна секретировать чужеродные бел-
ки во внешнюю среду [20].

2.1. Введение плазмидной ДНК в клетки Escherichia coli методом
трансформации. Экспериментально доказано, что в процессе плазмидной транс-
формации E. coli критическую роль играет состояние липидов мембраны кле-
ток [14]. Фазовый переход липидов мембраны из двухслойной в гексагональ-
ную конформацию происходит во время температурного шока клеток и сопро-
вождается поглощением экзогенных двуцепочечных молекул ДНК [21]. Пока-
зано, что при тепловом шоке (быстрое нагревание от 0 до 37 °C) поглощение
ДНК продолжается лишь в течение 20 с [14]. Если после нагревания смесь кле-
ток и ДНК снова охладить до 0 °С, то в процессе индуцируемого фазового пе-
рехода липидов молекулы ДНК смогут опять проникать в клетки, при этом
время проникновения ДНК продолжительнее. Выявленные фазовые переходы
липидов приводят к нарушению структуры внешней мембраны, но практически
не затрагивают цитоплазматическую мембрану [22].

На первом этапе трансформации экзогенная ДНК независимо от ее природы
связывается с компетентными клетками, по-видимому, на определенных ре-
цепторных участках поверхности бактерии [23]. Для этого фрагмент ДНК вна-
чале прикрепляется к клетке немногими точками, большая часть ДНК остается
свободной. Затем происходит нарезание молекулы ДНК на фрагменты, обу-
словленное действием особой эндонуклеазы, требующей для своей работы на-
личие ионов магния [24]. После этого одна цепь молекулы ДНК разрушается, а
другая проникает в клетку, гидролизуясь с концов [25].

Культура E. coli обладает различной способностью к трансформации в раз-
ные периоды роста. В самом начале и конце роста культуры трансформантов
почти не возникает. Наибольшее их число образуется, если берут клетки в сере-
дине-начале логарифмической фазы роста [18].

Клетки штамма E. coli TGE900, чувствительные к ампициллину и не обла-
дающие нуклеазной активностью, трансформировались плазмидами
pHisNucSmaHis89Ala, pHisNucSmaArg57Ala и pHisNucSmawt, которые содержат
гены эндонуклеазы S. marcescens, кодирующие ферменты с различной активно-
стью. В этих генах замена гистидина в положении 89 на аланин (His89Ala) в гене
эндонуклеазы Serratia marcescens делает белок дефектным по каталитической
функции. При замене аргинина в положении 57 на аланин (Arg57Ala) фермен-
тативная активность белка понижается на 65% [10]. Данные плазмидные ДНК
были ранее выделены из рекомбинантных штаммов E. coli LK111λ, в которых
промотор гена эндонуклеазы является неиндуцибельным в отличие от штаммов
TGE900. Для доказательства наличия плазмидной ДНК в полученных образцах
был проведен электрофорез (рис. 2).

В результате клонирования трех вариантов плазмид, несущих экспресси-
рующиеся на базальном уровне гены эндонуклеазы S. marcescens с разными
активностями, нами были отобраны клоны, которые приобрели устойчивость к
ампициллину. В качестве контроля была проведена трасформация бесплазмид-
ного штамма E. coli TGE900 физиологическим раствором, не содержащим ДНК.
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Рис. 2. Электрофоррограмма плазмидной ДНК pHisNucSma, взятой для трансформации:
1 – маркер нуклеиновых кислот фирмы Fermentas 1 kb DNA Ladder; 2 – плазмидная
ДНК рекомбинантного штамма E. coli LK111λ pHisNucSmaHis89Ala; 3 – плазмидная
ДНК рекомбинантного штамма E. coli LK111λ pHisNucSmaArg57Ala; 4 – плазмидная
ДНК рекомбинантного штамма E. coli LK111λ pHisNucSmawt

2.2. Доказательства введения плазмидной ДНК в клетки E. coli. Суще-
ствует несколько методов доказательства введения чужеродной ДНК в клетку,
основанных на изменении свойств штамма-хозяина. В данной работе были ис-
пользованы следующие методы: индукция синтеза эндонуклеазы под действием
температуры с последующим электрофоретическим разделением белков и эли-
минация плазмид.

2.2.1. Индукция синтеза эндонуклеазы S. marcescens под действием тем-
пературы. Так как температурочувствительный белок-репрессор С1 инактиви-
руется при повышенной температуре, проводилась индукция экспрессии гена
эндонуклеазы S. marcesens под действием температуры. Как видно из рис. 3,
индукция под действием температуры приводит к значительному увеличению
синтеза внеклеточной эндонуклеазы. Известно, что в результате такой индукции
выход очищенного белка нуклеазы составляет более 30 мг из 1 л культураль-
ной жидкости. В результате такого сверхсинтеза нуклеазы белок переходит в
нерастворимую форму, образуя связанные с мембранами агрегаты [4].

При температуре инкубации 28 °С у всех рекомбинантных штаммов не на-
блюдалось индукции синтеза эндонуклеазы S. marcescens. Максимальный уро-
вень индукции синтеза эндонуклеазы S. marcescens достигается при температуре
инкубации рекомбинантных штаммов 42 °С. Это подтверждается данными
электрофоретического анализа белков культуральной жидкости рекомбинант-
ных штаммов E. coli. Как видно из рис. 3, после индукции при температуре 42 °С
у рекомбинантных штаммов значительно увеличивается количество белка в зоне,
соответствующей положению белка эндонуклеазы (29 kDa), тогда как у неин-
дуцируемых рекомбинантных штаммов такого увеличения не наблюдается.

2.2.2. Элиминация плазмид с помощью этидиум бромида. Для выясне-
ния того, насколько стабильно данная плазмида наследуется в ряду клеточных
поколений, а также для доказательства того, что изменения в уровне резистент-
ности к антибиотику у рекомбинантных штаммов не связаны с мутациями само-
го штамма-хозяина или с транспозицией гена устойчивости из плазмиды в хро-
мосому, необходимо показать, что вместе с утратой плазмиды происходит и ут-
рата способности расти на средах с ампициллином. Для этого  нами  проводилась
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Рис. 3. Электрофоррограмма белков, выделенных из рекомбинантных штаммов E. coli
TGE900 до и после индукции гена эндонуклеазы: 1 – белки-стандарты “Merck IV”; 2 –
белки из E. coli TGE900 pHisNucSmaHis89Ala (нет индукции); 3 – белки из E.coli
TGE900 pHisNucSmaHis89Ala (индукция); 4 – белки из E. coli TGE900
pHisNucSmaArg57Ala (нет индукции); 5 – белки из E. coli TGE900 pHisNucSmaArg57Ala
(индукция); 6 – белки из E. coli TGE900 pHisNucSmawt (нет индукции); 7 – белки из
E. coli TGE900 pHisNucSmawt (индукция)

элиминация плазмид pHisNucSma из рекомбинатных штаммов E. coli TGE900
при помощи этидиум бромида.

Сущность метода элиминации заключается в том, что с помощью специаль-
ных агентов штаммы бактерий исцеляются от плазмиды и приобретают свои
исходные свойства [26]. Общий принцип действия этих агентов (в нашем случае
EtBr) заключается в том, что они нарушают распределение плазмидных копий
ДНК между дочерними клетками, ингибируя начало репликации, что ведет к
тому, что часть из них оказывается лишенной плазмиды.

Как известно, origin-сайты, ответственные за начало репликации ДНК, бо-
гаты АТ-парами и образуют В-форму ДНК. Интеркаляция молекулы EtBr в
origin-сайт должна привести к изменению угла между плоскостью оснований и
осью двойной спирали ДНК, что индуцирует переход из В-формы в А-форму
ДНК, характерную для GC-богатых последовательностей [27]. По-видимому,
ДНК-топоизомеразы, работа которых необходима для инициации репликатив-
ного синтеза, не опознают топологически измененную область origin, что ведет
к ингибированию процесса начала репликации плазмид и к нарушению переда-
чи их копий из родительских клеток в дочерние.

Известно, что эндонуклеаза S. marcescens предпочтительно расщепляет А-
форму ДНК по сравнению с В-формой [8]. Возможно, что нуклеаза разрезает
область origin, модифицированную бромистым этидием в А-форму, тем самым
заменяя инициирующее репликацию действие ДНК-топоизомеразы.

Как видно из данных, представленных в табл. 1, обработка этидиум броми-
дом приводит к снижению выживаемости бактерий. Выжившие клетки анали-
зировали на потерю маркера устойчивости к ампициллину. Из табл 2 видно,
что с увеличением концентрации этидиум бромида проиcходит увеличение
процента элиминации, однако у рекомбинантного штамма E. coli TGE900
pHisNucSmaHis89Ala утрата  плазмид  происходит  с  более  высокой  частотой,
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    Табл. 1
Выживаемость рекомбинантных штаммов E. coli под действием этидиум бромида

Штамм Концентрация EtBr,
мкг/мл

Выживаемость,
%

TGE900 pHisNucSmaHis89Ala
0

50
200

100
27.33
1.36

TGE900 pHisNucSmaArg57Ala
0

50
200

100
2.15
0.04

TGE900 pHisNucSmawt
0

50
200

100
1.35

0.006

    Табл. 2
Элиминация плазмид из клеток E. coli TGE900 под действием этидиум бромида

Штамм Концентрация EtBr,
мкг/мл

Утрата
устойчивости
к Amp, %

TGE900 pHisNucSmaHis89Ala
0

50
200

57.7
100
100

TGE900 pHisNucSmaArg57Ala
0

50
200

12
20
68

TGE900 pHisNucSmawt
0

50
200

7
9

28

чем у двух других штаммов. Плазмиды pHisNucSmaArg57Ala элиминируют с
меньшей частотой, чем плазмиды pHisNucSmaHis89Ala, но с большей по срав-
нению с плазмидами pHisNucSmawt. Это, по-видимому, можно объяснить сле-
дующим образом. Известно, что в популяции бактерий имеются клетки, у кото-
рых белок-репрессор С1 может быть непрочно связан с операторным участком
PL-промотора, и поэтому возможна транскрипция гена эндонуклеазы S. marce-
scens, находящегося под контролем PL-промотора (базальный уровень экспрес-
сии гена). Поскольку мутантный белок His89Ala не обладает нуклеазной актив-
ностью, а мутант Arg57Ala имеет лишь 35%-ную активность нуклеазы по срав-
нению с исходным белком (дикий тип) [10], то полученные нами результаты
указывают на то, что существует обратная корреляция между активностью эн-
донуклеазы и элиминацией плазмид.

Идентификацию плазмидной ДНК проводили с помощью электрофореза.
Как видно из рис. 4, плазмидная ДНК присутствовала только в клетках, вы-
росших в селективных условиях, тогда как в клетках, утративших маркер ус-
тойчивости к ампициллину после действия этидиум бромида, плазмидная ДНК
не была выявлена.
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Рис. 4. Электрофоррограмма плазмидной ДНК pHisNucSma: 1 – маркер нуклеиновых
кислот фирмы Fermentas 1 kb DNA Ladder; 2 – плазмидная ДНК штамма E. coli TGE900
pHisNucSmaHis89Ala, выросшего в селективных условиях и не подвергшегося дейст-
вию EtBr; 3 – плазмидная ДНК штамма E. coli TGE900 pHisNucSmaHis89Ala, выросше-
го под действием EtBr в отсутствие селектирующего фактора; 4 – плазмидная ДНК
штамма E. coli TGE900 pHisNucSmaArg57Ala, выросшего в селективных условиях и не
подвергшегося действию EtBr; 5 – плазмидная ДНК штамма E. coli TGE900 pHis-
NucSmaArg57Ala, выросшего под действием EtBr в отсутствие селектирующего факто-
ра; 6 – плазмидная ДНК штамма E. coli TGE900 pHisNucSmawt, выросшего в селектив-
ных условиях и не подвергшегося действию EtBr; 7 – плазмидная ДНК штамма E. coli
TGE900 pHisNucSmawt, выросшего под действием EtBr в отсутствие селектирующего
фактора

2.3. Определение активности неспецифических нуклеаз с помощью ин-
дикаторного агара. Определение активности неспецифических нуклеаз при
базальном уровне экспрессии генов проводилось при использовании индикатор-
ной среды, содержащей краситель толуидиновый голубой и полимерную ДНК
[15]. В зависимости от уровня активности нуклеазы площадь изменения окраски
индикаторной среды, образующаяся вокруг точки нанесения пробы, будет раз-
личаться: чем больше площадь изменения окраски, тем выше активность фер-
мента. В основе обесцвечивания среды лежит специфическая реакция толуиди-
нового голубого на изменение рН, сопровождающее гидролиз ДНК нуклеазой.

Как видно из рис. 5, нуклеазная активность присутствует лишь в лизате
клеток тех штаммов (TGE900 pHisNucSmawt и TGE900 pHisNucSmaArg57Ala),
которые несут плазмиды с геном нуклеазы дикого типа (100%-ная активность
нуклеазы) и с геном нуклеазы с 35%-ной активностью, о чем свидетельствует
наличие розовой зоны вокруг места нанесения пробы. Причем размер зоны на-
прямую зависит от уровня активности нуклеазы: розовое пятно вокруг места
нанесения лизата клеток, несущих плазмиды с геном эндонуклеазы дикого ти-
па, значительно крупнее, чем у мутанта с частичной (35%) активностью нук-
леазы (плазмида pHisNucSmaArg57Ala). Отсутствие розовой зоны на месте на-
несения лизата клеток TGE900 pHisNucSmaHis89Ala и TGE900 говорит об от-
сутствии нуклеазной активности, что соответствует мутантной форме нуклеазы,
имеющей нулевую активность данного фермента, и бесплазмидному штамму.

Активность нуклеаз в рекомбинантных штаммах E. coli TGE900
pHisNucSmaArg57Ala и pHisNucSmawt определяли по формуле (1). Нуклеазная
активность, показанная перечисленными выше штаммами на индикаторной
среде, составляет 100% для нуклеазы дикого типа и 36% для мутанта Arg57Ala,
что соответствует литературным данным [10, 28].
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Рис. 5. Базальный уровень экспрессии генов мутантных эндонуклеаз на индикаторной
среде: 1 – TGE900 pHisNucSmaHis89Ala; 2 – TGE900 pHisNucSmaArg57Ala; 3 – TGE900
pHisNucSmawt; 4 – TGE900

2.4. Определение уровня резистентности к антибиотику и активности
β-лактамазы в рекомбинантных штаммах E. coli. Известно, что устойчивость
бактериальных клеток к ампициллину (пенициллину) обусловлена β-лактамаза-
ми (пенициллиназами), расщепляющими β-лактамное кольцо антибиотика. Ген
bla, детерминирующий синтез β-лактамазы, входит в состав хромосом, некото-
рых транспозонов и плазмид [29].

В ряде работ было показано, что существует связь между дозой гена, обу-
словливающего устойчивость к ампициллину и его экспрессией, то есть обна-
ружена линейная зависимость между устойчивостью к ампициллину и синте-
зом фермента и между синтезом фермента и копийностью гена bla [30]. Пока-
зано также, что увеличение числа копий плазмид сопровождается повышением
уровня резистентности к ампициллину [31]. Таким образом, изменение уровня
устойчивости к антибиотику и активности β-лактамазы может служить косвен-
ным доказательством изменения количества ее генов. Для проверки вышесказан-
ного проводилось определение активности β-лактамазы и уровня резистентности
к ампициллину для рекомбинантных штаммов E. coli TGE900, несущих плаз-
миды pHisNucSma. Результаты экспериментов приведены в табл. 3.

Для того чтобы выяснить, коррелирует ли изменение уровня резистентности
к антибиотику с изменением активности β-лактамазы, проводили измерение
активности фермента йодометрическим методом, основанном на способности
продуктов гидролиза β-лактамных антибиотиков восстанавливать йод до йодида,
вызывая обесцвечивание йодокрахмального комплекса [32]. β-лактамазная ак-
тивность выражается в условных единицах активности и рассчитывается по
формуле (2). За единицу активности принимается наименьшее количество пени-
циллиназы (β-лактамазы), способной инактивировать 10–7 М бензилпенициллина
или 59.3 ед. пенициллина за 1 ч при 37 °С в фосфатном буфере, рН 6.8–7.0, при
наличии в растворе достаточного количества пенициллина [17]. В качестве ре-
ференс-плазмиды с известным числом копий была взята плазмида рАР42 : Tn1.
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Табл. 3
Зависимость между устойчивостью клеток к ампициллину, активностью β-лактамазы и
копийностью плазмид pHisNucSma в рекомбинантных штаммах E. coli TGE900

Плазмида
Уровень резистент-
ности к ампицилли-

ну, мкг/мл

Активность β-лак-
тамазы (в условных

ед., 2⋅105 кл)

Количество
копий

плазмиды
pAP42 : Tn1 500 114.8 1–2
pHisNucSmaHis89Ala 1000 350.365 3–4
pHisNucSmaArg57Ala 13000 4191.74 40
pHisNucSmawt > 15000 10842.49 100

Как видно из табл. 3, клетки E. coli, несущие плазмиду рАР42 : Tn1, растут
на среде с ампициллином в концентрации не более 500 мкг/мл, штамм E. coli
TGE900 pHisNucSmaHis89Ala устойчив к концентрации антибиотика 1000
мкг/мл, штамм E. coli TGE900 pHisNucSmaArg57Ala – к концентрации 13000
мкг/мл, и наиболее резистентный к ампициллину штамм E. coli TGE900
pHisNucSmawt – к концентрации, большей 15000 мкг/мл. У референс-плазмиды
число копий составляет 1–2 на клетку, что соответствует наименьшей активно-
сти β-лактамазы (114.8 ед.). У штамма, несущего плазмиду pHisNucSmaHis89Ala,
уровень β-лактамазной активности составил 350.365 ед., что соответствует 3–4
копиям плазмиды (из расчета около 100 ед. активности на 1 копию). У штамма
E. coli TGE900 pHisNucSmaArg57Ala активность β-лактамазы составила 4191.74
ед., что соответствует приблизительно 40 копиям. Активность β-лактамазы у
клеток, несущих плазмиду pHisNucSmawt, составляет 10842.49 ед., то есть эти
клетки несут около 100 копий плазмиды.

На основе полученных результатов можно сделать вывод, что существует
прямая зависимость уровня устойчивости клеток к ампициллину от количества
копий плазмиды, несущей ген bla, в клетке: антибиотикорезистентность тем
выше, чем больше копийность плазмиды. Наблюдается также увеличение копий-
ности плазмиды с увеличением активности нуклеазы, ген которой экспрессиру-
ется на базальном уровне: копийность у плазмид с геном эндонуклеазы дикого
типа выше, чем у плазмид, несущих ген неактивной нуклеазы. Как уже было
отмечено ранее, эндонуклеаза S. marcescens в первую очередь расщепляет GC-
богатые районы, образующие А-конформацию ДНК, характерную для ДНК-
РНК-гибридов, а последовательности, обогащенные АТ-парами, разрушаются с
гораздо меньшей скоростью [8]. Возможно, нуклеаза S. marcescens инициирует
репликацию как плазмиды, так и хромосомы, заменяя действие РНКазы Н, раз-
резающей РНК в ДНК/РНК-гибриде в точке начала репликации с образованием
3′-конца, который используется в качестве затравки для синтеза ДНК.

В заключение можно сделать вывод, что базальный уровень экспрессии гена
эндонуклеазы с большей активностью фермента приводит к увеличению уровня
устойчивости к ампициллину, активности β-лактамазы, количества плазмид-
ных копий. При этом наблюдается более стабильное наследование плазмид, не-
сущих ген нуклеазы дикого типа, чем у мутантных аналогов.
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Summary

O.A. Gimadutdinow, E.V. Kriakounova, R.G. Khamidullina, B.I. Barabanschikov. Influ-
ence of the Basal Level of Serratia marcescens Endonuclease Expression on Stability and
Copy Number of pHisNucSma Plasmids in Recombinant Escherichia coli Strains.

The present work determines the activities of mutant Serratia marcescens nucleases by
basal expression level of their genes situated in the pHisNucSma plasmid. Invert correlation
between elimination of pHisNucSma plasmids and activity of the S. marcescens nuclease was
established at the basal level of their genes’ expression. It was shown that the higher an activ-
ity level of the mutant S. marcescens nuclease, the higher ampicillin resistance. The correla-
tion between ampicillin resistance level, β-lactamase activity, and plasmid copies amount  in
recombinant E. coli strains was also revealed.

Key words: endonuclease, β-lactamase, plasmid, plasmid elimination, plasmid copy
number.
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